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Abstract

The aim of this work is to analyze fungal floravafeat, aflatoxins-producing and ochratoxin
A (OTA)-producing mould and contaminated wheat bgses mycotoxins. Dilution plating was
used as enumeration technique. The principal geaecdh species potentially toxigenic were
identified by the study of the morphological feasiand sometimes by molecular techniques. To
evaluate the aflatoxins-producing and OTA-producipgtential by Aspergillus strains, the
chromatographic methods were used.

A total of 108 samples of wheat were collected mypreharvest, storage in silos, and after
processing was analyzed. The mean value countsngfi fanged from 144 to 1277 CFU'gA
great heterogeneity was observed in the distrinutbthe fungal flora. The most fungal genera
isolated wereAspergillus, Fusarium, Penicillium, Alternarend Mucor. The dominant genus was
Aspergillus predominanthA. flavus, A. nigeandA. versicolor The other isolated species wéye
ochraceus, A. alliaceus, A. carbonarius, A. terreisfumigatus, A. candidwsd Aspergillusspp
The occurrence and the levels of the typically atdxigenic specie®\. ochraceus, A. carbonarius
andA. alliaceuswere relatively lower than othé&spergillusspecies.

The study of the ability to produce aflatoxins skotlmat the percentages of aflatoxigenic
isolates detected on Coconut Agar Medium and by Hod HLPC were 30%, 31% and 72%
respectively. Amounts of aflatoxin B1 (AFB1) proédcranged from 0.02 to 234.6 pg.g

The study of the morphological and chimiotypic teas of theAspergillus sectionFlavi
isolates indicates that this section is dominatgdAb flavus species. The molecular analysis
confirmed the aflatoxigenic isolated from the wheatnples and wheat products have the same
origin andA. flavus species the principal source of aflatoxins.

The most species involved in the production of AmAlgerian wheat werdspergillus
ochraceus, A. alliaceus, A. carbonariasid alscA. Niger, A. terreus, A. fumigatuA. versicolor
andPenicillium verrucosum.

In this study, the levels of AFB1 and OTA were deti@ed by HPLC in 53 ground samples.
The results show an incidence of 56.6 and 35.8%ootamination wheat by AFB1 and OTA
respectively. These mycotoxins were detected hottvheat grain from field, storage and wheat
products (flour and semolina). Our findings demmatst that these mycotoxins can contaminate
wheat in the field, storage and the wheat products.

This study is a contribution to the analysis of teatamination risks of wheat by aflatoxins
and ochratoxin A. Recommendations for further reseaand as preventives measures were
proposed.

Key words: mould, mycotoxins, aflatoxins, ochratoxin A, valhe



Résumé

L’objectif de ces travaux est d’analyser la floomdique de la filiere blé, d’étudier dans les
conditionsin vitro le potentiel de production d’aflatoxines et d'catlexine A (OTA) des isolats
potentiellement toxinogénes et d’évaluer les nixede contamination du blé et de ses dérivés par
ces deux mycotoxines.

La démarche générale qui a été adoptée consistéselement et le dénombrement des
moisissures contaminant la filiere blé, en utiliséa techniqgue des suspensions-dilutions et
ensemencement sur milieu gélosé. Les principauxegeet especes potentiellement toxinogenes
sont ensuite identifiés par I'étude des caracténesphologiques et parfois par des techniques
moléculaires. La capacité de productinrvitro des aflatoxines et de I'OTA des isolats appartenan
au genreAspergillusa été déterminée par analyses chromatographiquiesd’&valuer les risques
liés a la présence de ces mycotoxines dans lagfilious avons effectué, aprés une extraction par
partition, leur dosage par HPLC dans les échanglloeprésentant les différents maillons de la
filiere.

Les résultats de I'analyse fongique de 108 écHansilde blé et dérivés collectés a différentes
phases (blé des champs, blé stocké dans les s@logule, farine et son) ont montré que le nombre
de propagules fongique varie entre 144 et 127gcfithe grande hétérogénéité est observée dans la
densité de la flore fongique au sein des échansilide méme origine et de méme catégorie. Les
principaux genres fongiques isolés sdkgpergillus, Fusarium, Penicillium, Alternariet Mucor.

Le genreAspergillusest celui qui domine dans la majorité des écHansl analysés. Parmi les
especes dspergillus A. flavus, A. nigerA. versicoloret a un degré moindrd,. terreus sont les
plus dominantes. Les especes typiquement ochraigaiesA. ochraceus, A. carbonariuet A.
alliaceus sont faiblement représentées dans les échatidipalysés.

L’étude du pouvoir producteur d’aflatoxines a réveéin taux d’isolats aflatoxinogénes de
30%, 31% et de 72% sur milieu a base de noix de,quar CCM et par HPLC respectivement. Les
guantités d’aflatoxine B1 (AFB1) produites sont guises entre 0,02 et 234,6 ug/g. L’'ensemble
des résultats relatifs a I'étude des caracterespmotmgiques et chimiotypiques des isolats
d’Aspergillus section Flavi indique que cette section est dominée par l'esgecélavus Les
résultats de Il'analyse moléculaire ont confirmé ypbthése selon laquelle les isolats
aflatoxinogénes isolés des échantillons de blééatvés ont une méme origine et que I'espAce
flavusest la principale source d’aflatoxines.

Les especes impliquées dans la production d’OTAsden blé algérien sont surtout
Aspergillus ochraceus, A. alliaceus, A. carbonarietsa un degré moinde®. niger, A. terreus, A.
fumigatus A. versicoloret Penicillium verrucosum

L’analyse par HPLC de I'AFB1 et de 'OTA a montré taux de contamination de 56,6 et
35,8% respectivement. Les deux mycotoxines ondétéctés a différents maillons de la chaine.
Ces observations confortent I'idée selon laquealedntamination peut avoir lieu au champ, au
cours du stockage et apres transformation deseg e blé.

Ce travail est une contribution a une analyse @esies liés a la contamination du blé par les
aflatoxines et I'ochratoxine A en Algérie. Il ouvia porte & de nombreux autres travaux sur la
contamination des denrées alimentaires de larggooamation aux aflatoxines et a I'OTA. Au plan
préventif, il convient d'émettre un certain nomtleerecommandations pour réduire les risques liés
a la présence de ces mycotoxines dans I'alimentatio

Mots clés champignons, mycotoxines, aflatoxines, ochra@¥nblé
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INTRODUCTION GENERALE

Les maladies d'origine alimentaire constituent ldes problémes les plus préoccupants a
I'échelle mondiale. Ces maladies engendrent a ia des souffrances humaines et de graves
retombées économiques et sociakeEsmi les contaminants biologiques, la contaminaties produits
alimentaires par les mycotoxines a récemment @eénreie par I'Organisation Mondiale de la Santé
(O.M.S) comme source importante de maladies dieeigilimentaire (O.M.S, 2002).’Organisation
des Nations Unies pour I'Alimentation et I'Agricuie (F.A.O) estime qu’environ un quart des
récoltes de la planéte est significativement comémar les mycotoxines, occasionnant des pertes
mondiales estimées de 5 a 10 % (Yiannikouris eadp2002).

Les mycotoxines sont produites par des moisissapggrtenant principalement aux genres
Aspergillus, Penicilliumet Fusarium Les principales mycotoxines présentant une inapos sur le
plan sanitaire et agroéconomique sont les aflaésxifes ochratoxines, les fumonisines, certaines
trichothécénes, la zéaralénone et la patuline @insst Brasel, 2001; Creppy, 2002; Jarvis et
Miller, 2005). Ces substances peuvent occasioneeetfets cancérogenes, mutagenes, tératogenes,
immunosuppresseurs, allergiques, oestrogéniquespsants, neurotoxiques et néphrotoxiques
(Bennett et Klich, 2003). De trés nombreuses damnépidémiologiques ont montré des
associations fréquentes entre la consommation deirce aliments et l'incidence de certains
cancers, comme par exemple, l'insuffisance hépatatule cancer du foie liés a l'aflatoxine B1
(Pfohl-Leszkowicz et Castegnarb999). L'incrimination de I'ochratoxine A dans leancers des

voies urinaires est également suspectée (Pfohlkbesezz et al.,2002).

Les céréales et leurs produits dérivés présentepluks grand facteur de risque en raison de
leur fréquence de contamination par les mycotoxigesle leur consommation importante. La
contamination d’'un produit d’origine végétale pas Imycotoxines peut se faire tout au long de la
filiere: production, stockage, transport, transfation et conditionnement (Doet al, 2002). La
production d’une mycotoxine dépend a la fois dueptiel génétique de la souche et de son

environnement.

Etant donné la grande stabilité des mycotoxines difbérents traitements disponibles,
l'application de bonnes pratiques agricoles et gkine au stade de la production, de la
transformation et de la distribution des denréesaitaires, restent la seule alternative permettant

de réduire les risques liés a la contaminatioriggamycotoxines.
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Afin d’établir les mesures s’appuyant sur la préigem il est important de réaliser un travalil
de recherche fondamental pour chaque mycotoxinei-Gieconsiste a rechercher et a identifier les
especes toxinogénes présentes dans les matiergsédgsa l'alimentation et a étudier leur

comportement vis a avis des différents facteursrenvementaux.

Le premier objectif de cette these est d’analyadidre fongique de la filiere blé, d’étudier
dans les conditionm vitro le potentiel de production d’aflatoxines et d’aafioxine A des isolats
potentiellement toxinogénes et d’évaluer les nixed& contamination du blé et de ses dérivés par
ces deux mycotoxines. Le choix s’est porté sumegsotoxines en raison de leurs toxicités élevées
et de la possibilité de leur accumulation danslée Bn effet, lesAspergillus souvent retrouves
dans les régions a climat chaud, sont a I'origiedadcontamination d’un grand nombre de produits
d’origine végétale, notamment les céréales, paaflesoxines et I'ochratoxine A. Par exemple, le

blé contribue a environ 50% a I'exposition de I'hama I'ochratoxine A (Canadas, 2006).

En Algérie, la céréaliculture représentée esséatieint par le blé, occupe plus de 60% de la
surface de production agricole du pays. Néanmdinpays doit importer d'énormes quantités de
blé pour satisfaire a la demande nationale. Dertogsbreuses publications ont été consacrées a la
contamination des céréales par les aflatoxinesoehritoxine A (OTA) de par le monde. En
Algérie, aucun travail n’a, a notre connaissante péblié jusqu’a présent sur la contamination des

céréales et d’autres denrées par les moisisswie®genes et leurs mycotoxines.

Cette premiére étude sur les champignons prodctiaflatoxines et d’ochratoxine A en

Algérie sera présentée de cette maniére:

Dans la partie théorique (revue bibliographiqueysévoquerons tout d’abord les généralités
sur les moisissures et les mycotoxines, la biogedeés mycotoxines, leurs effets sur la santé, les
méthodes générales de leur détection, la réglet@mtat les stratégies de lutte et de prévention.
Nous présenterons ensuite les champignons prodaatéaflatoxines et d’ochratoxine A du point
de vue taxonomique et écologique. Une revue bildjglgque sur les aflatoxines et 'OTA sera

également donnée.

Dans la partie expérimentale, la démarche géndrala été adoptée consiste en l'isolement
et le dénombrement des moisissures contaminantlidéaefblé, en utilisant la technique des

suspensions-dilutions et ensemencement sur mil&os@. Les principaux genres et especes
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potentiellement toxinogénes sont ensuite identifiés I'étude des caractéres morphologiques et
parfois par des techniques moléculaires. La capalgt productionn vitro des aflatoxines et de
'OTA des isolats appartenant au genrgspergillus a été déterminée par analyses
chromatographiques. Afin d’évaluer les risques dida présence de ces mycotoxines dans la filiere,
nous avons effectué, aprés une extraction patipartieur dosage par HPLC dans les échantillons
représentant les différents maillons de la fili&pfin, une étude de l'influence de l'activité dealu

et de la température sur la productionvitro des aflatoxines par une souche&.dflavusa

également été réalisée.
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PARTIE | : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

|. Généralités

1. Généralités sur les moisissures et les mycotogm
Le terme de «moisissure» n'a pas réellement deifisgion systématique; il est
communément utilisé pour désigner des champignaososeopiques filamenteux (Guareb al,
1999). Les moisissures sont constituées par dawdihts ramifiés, les hyphes, dont 'ensemble est
connu sous le nom de mycélium. lls sont classés tamégne des champignons. Au sein de ce
regne, renfermant suivant les auteurs de 65 0000a0D0 especes différentes, les moisissures
constituent un ensemble hétérogéne d'environ 20e@p@ces. Ces microorganismes eucaryotes

appartiennent en majorité a 3 classes: les Zygoraycks Deutéromyceétes et les Ascomyceétes.

Les moisissures sont douées d’'une grande capdessimilation des substrats organiques
grace a leur potentiel élevé de sécrétion d’enzyaxémcellulaires leur permettant de s’attaquer a
une gamme trés large de composés naturels, tellgqediulose, la chitine ou la lignine (Florent,
1993).

Ces organismes microscopiques produisent une graadéete de métabolites secondaires.
Certains d’entre eux sont trés utiles a 'Hommepeisentent un intérét considérable dans les
différents domaines (agriculture, biotechnologi@yviennement, santé, etc.). Ainsi, dans les
milieux naturels, les moisissures contribuent, aVaatres microorganismes, a la biodégradation et
au recyclage des matieres organiques, comme éaelibu le bois. D’autres sont utilisées dans
l'industrie agro-alimentaire pour la transformatietia production de divers produits utiles tels qu
les enzymes (protéases et pectinases) et les amidasiques (acide citrique et gluconique) ou
encore dans l'affinage des fromages. Dans le damgimarmaceutique, les moisissures sont
utilisées surtout pour la production d’antibiotiguéoénicilline, céphalosporine, etc.) (Botton,
1990). Environ 22% des antibiotiques identified@¥% des enzymes produites industriellement sont

élaborés par les champignons filamenteux (Demaktaet),2000).

En revanche, le développement indésirable des ssaigs sur une denrée peut entrainer de
multiples nuisances: modification de l'aspect, ralién des qualités organoleptiques et des
propriétés technologiques, réduction quantitativeualitative de la valeur alimentaire, et risqee d
mycose et d’allergie. Cependant, I'impact le plégatif de I'altération des denrées alimentaires est
sans doute celui lié a la synthése de substangepiés: les mycotoxines. La contamination des
aliments par des substances toxiques produitesiggachampignons est un phénoméne connu de
longue date. En effet, dés le moyen-age furentitdétas effets hallucinogenes produits par

l'ingestion d’'un parasite du seigle, I'ergot dugdeiou Claviceps purpureaDe nos jours, on sait
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gue le « Feu de Saint Antoine » est attribuableréaims alcaloides produits par I'ergot de seigle.
Vers 1900, des chercheurs japonais relieront cegamanifestations cliniques a I'ingestion de riz
moisi. En U.R.S.S., entre 1942 et 1947, de nombkrepersonnes décédérent (jusqu’'a 10% dans
certaines collectivités) suite a la consommationbtie et de millet contaminé par un micro-
organisme du genrBusarium Cependant, le premier accident mycotoxicologideela période
moderne fut I'hécatombe de plusieurs élevages migedi au début des années 60, provoquée par la
consommation de tourteaux d’arachides fortementamoimés parispergillus flavusLes travaux
entrepris sur la « maladie X du dindon » furentil@ars a l'origine de la découverte des
mycotoxines. Et cet évenement sera le point dertéleaquatre décennies de recherches sur les

mycotoxines.

Plus de 300 métabolites secondaires sont prodaiiteep moisissures ( Bhatnagdral. 2002),
mais le terme « mycotoxine » est réserveé a ceuxijuiles propriétés toxiques préoccupantes pour
la santé humaine et animale (Watson, 1984; Hs@®2)l contrairement aux phytotoxines qui sont
toxiques pour les plantes. Il est a signaler quiaes toxines (ex. fumonisines et acide fusajique
sont toxiques aussi bien pour 'lhomme et les ankmgue pour les plantes. Les mycotoxines sont
produites par des moisissures appartenant notammentgenresAspergillus, Penicilliumet
Fusarium(Tableau 1). Les principaux groupes présentantinnp@rtance agroéconomique et des
effets déléteres sur la santé humaine prouvés dganient suspectés sont les aflatoxines, les
ochratoxines, les fumonisines, certaines trichathés, la zéaralénone et la patuline (Creppy, 2002;
Hussein et Brasel 2001).

Les mycotoxines ont trois origines biosynthétigpaacipales: les polyacétates, les terpenes
et les acides aminés. Selon la voie de leur bibgga, les mycotoxines présentent des origines
chimiques trés diverses (Tableau 2): il s’agit dmposés dérivés des acides aminés (alcaloides de
'ergot, acide aspergilliqgue, acide cyclopiazonigugaframine, gliotoxine, roquefortine et
sporodesmine), ou des polycétoacides (aflatoxirmdratoxines, patuline, citrinine, acide
pénicillique, stérigmatocystine et zéaralénone) encore des terpenes (diacétoxyscirpénol,

fusarénone, désoxynivalénol, roridines, toxine gt-2errucarine) (Turner, 1983).

2. Les moisissures et les mycotoxines dans la chaalimentaire

La formation de mycotoxines peut s’effectuer a ttass stades, depuis le champ jusqu’au

produit commercialisé consommeé par ’'homme ou itaadi Ces toxines se retrouvent a I'état de
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Tableau 1.Principales mycotoxines et moisissures produdniegrouvées en alimentation
humaine et/ou animale (Bennet et Klich, 2003).

Mycotoxines

Champignons

Denrées

Aflatoxines B1, B2,
Gl et G2.

Ochratoxines A, B, C.

Zéaralénone.

Fumonisines.

Trichothécenes (Toxing
T-2, DON, NIV).

Alcaloide de I'ergot.

Patuline.

Citrinine.

Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. nomit
A. bombycis, A. pseudotamaeii A.
ochraceoroseus.

Aspergillus ochraceust Penicillium
viridicatum.
Fusariumgraminearunmet F.
sporotrichoides

Fusarium moniliforme.

D -
" Fusariumspp.

Claviceps purpureat C. paspali.

Aspergillusspp. etPenicilliumspp.

IArachides, céréales,

P. rubrum, P. purpurogenum, P. viridicatumQrge, blé, riz, soja et

P. citrinumetA. ochraceus.

graines de coton, épices
et fruits.
Légumes, céréales et

graines de café.

Mais, blé, orge, etc.
Mais et autres céréales.
Mais et blé.

Blé et dérivés et seigle.

Fruits (pommes, prunes
péches, poires, abricots).

seigle.

DON: déoxynivalénol. NIV

. nivalénol.

Tableau 2.Origine chimique des mycotoxines (Ueno et Uend@8)9

Mycotoxines dérivées
des acides aminés

Mycotoxines dérivées
des polycétoacides

Mycotoxines dérivées

des terpenes

Acide aspergillique.
Fumitrémorgines.
Gliotoxine.
Roquefortine.
Slaframine.

Sporodesmine, etc.

Alcaloides de l'ergot.

Acide cyclopiazonique (CPA).

Aflatoxines.

Acide pénicillique.

Rubratoxines.
Stérigmatocystine.

Zéaralénone, etc.

Diacétoxyscirpénol (DAS).

Déoxynivalénol.

Citrinine. Fusarénone.
Ochratoxines. Roridines.
Patuline. Toxine T2.

Verrucarines, etc.

21



contaminants naturels de nombreuses denrées diengigétale, notamment les céréales mais aussi
les fruits (dont les noix, les amandes, les arashidtc.), les fourrages ainsi que les aliments
composés et manufacturés issus de ces filieregstinds a I'alimentation humaine et animale
(Tableau 3). La F.A.O (Food and Agriculture Orgati@n) estime qu’environ un quart des récoltes
de la planéte est significativement contaminé gamhycotoxines occasionnant des pertes mondiale
estimées de 5 a 10 % (Yiannikouris et Jouany, 200@nme elles sont peu métabolisées par les
organismes vivants, les mycotoxines peuvent égalese transmettreia les produits d’origine
animale (lait et produits laitiers, abats, chamdateetc.) (Pitt, 2000). Les mycotoxines possediest
structures chimiques leur conférant une bonnelg&abt de ce fait, les procédés alimentaires ssuel
(cuisson, lyophilisation, congélation et irradiafione peuvent pas les détruire totalement (Scott,
1984; Park, 2002).

3. Biogénese des mycotoxines

Le métabolisme secondaire, dont les mycotoxines issnes, se distingue du métabolisme
primaire par la grande diversité des composés feretgar la nature aléatoire de son activation et
la spécificité des espéces et des souches impliqidepoint de vue écologique, deux groupes de

champignons toxinogenes peuvent étre distinguesst€hseret al, 1977):

- Les champignons de « champs » qui contaminergrizgduits agricoles avant ou pendant la
récolte, principalemerftusariumet Alternaria, mais aussi deaspergillusdans le cas des régions a

climat chaud.

- Les champignons de « stockagePerficillium et Aspergillud qui tendent a contaminer les
denrées alimentaires pendant leur stockage. Dempibaons du sol ou des débris de plantes
peuvent disséminer leurs spores sur la plantesogrins puis proliférer pendant le stockage si les
conditions sont favorables. Toutefois, certainesatiyxines, formées principalement au cours de la
conservation, peuvent apparaitre parfois avantélmolte. C'est le cas des aflatoxines dans
I'arachide, le mais et le coton. Cet aspect setaillédans le chapitre consacré a I'écologie des

AspergillussectionFlavi.

Le profil et la quantité de mycotoxines produitesu phénoméne complexe qui dépend non
seulement des espéces fongiques et des souchéss quioduisent (Lacey, 1986), mais aussi de
l'interaction de nombreux facteurs incluant la casion du substrat, 'humidité, la température,
I'aération et les interactions entre les autresooiganismes (C.A.S.T, 2003). Actuellement, il est
impossible de dégager des lois générales de ladgenése.
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Tableau 3 Contamination en moisissures et en mycotoxinegliderses denrées alimentaires
(C.A.S.T, 1989).

Denrées

Espéces toxiques contaminantes

Mycotoxines contaraimes

Ble, farine, pain,
mais et chips.

Arachides et noix.

Pommes et produits
dérivés.

Tourte a la viande,
viande cuite,
fromage, cacao et
houblon.

Viandes, porc salé

et fromage.

Feves, orge, mais,
sorgho et soja.

Aspergillus flavus, A. ochraceus,
A. versicolor, Penicillium citrinum,
P.citreoviride, P. cyclopium,
P.martensii, P. patulum, P. pubertun
et Fusarium moniliforme.

Aspergillus flavus, A. ochraceus,
A. versicolor, Penicillium citrinum,
P. expansuret P. cyclopium.

Penicillium expansum.

Aspergillus flavus, Penicillium
viridicatum, P. roquefortii,
P. patulumet P. commune.

Aspergillus flavus, A. ochraceus,
A. versicolor, Penicillium viridicatum
et P. cyclopium.

Aspergillus flavus, A. ochraceus,
A. versicolor, Alternariaspp,
Fusarium moliniforme, Penicillium
cyclopium,

P. viridicatum, P. citrinum,

P. expansum, P. islandicu

etP. urticae.

I

Aflatoxines, ochratoxines,
stérigmatocystine, acide
pénicillique et patuline.

Aflatoxines, ochratoxines,
stérigmatocystine, trichothécene
cytochalasines
et patuline.

Patuline.

Aflatoxines, ochratoxines,
stérigmatocystine, patuline
et acide pénicillique.

Aflatoxines, ochratoxines,
stérigmatocystine, patuline, acid
pénicillique et pénitreme.

Aflatoxines, ochratoxines,
stérigmatocystine, alternariol,
griséofulvine, patuline, acide
pénicillique et citrinine.

S,

e
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Parmi les facteurs affectant la production de myxioes dans une denrée, il faut distinguer

les facteurs intrinséques liés a la souche fongigudes facteurs extrinséques constitués par

I'ensemble des conditions écologiques (facteursrenrementaux).

3.1. Facteurs intrinséques

Le métabolisme secondaire n’est pas commun a ttegesspeces fongiques, mais spécifique
d’'une espece, voire méme d’'une souche fongiqueseted caractéristiques génétiques. Au sein
d'une méme espéce toxinogeéne, la capacité de piodun’est pas présente chez toutes les
souches. Certaines mycotoxines sont étroitemesd Bécertaines especes fongiques. D’autres sont,
au contraire élaborées par des especes appartemkest genres différents. Ainsi, 'ochratoxine A
(OTA) et la patuline sont produites p&enicillium et Aspergillus Inversement, plusieurs
mycotoxines peuvent étre produites par une mémecesfongique selon le substrat utilisé et les
facteurs environnementaux (ex. : aflatoxines, acid#opiazonique, aspertoxine, etc., produites par
Aspergillus flavup La fréquence des souches toxinogénes déperidspete fongique considérée,
de la distribution du potentiel toxinogene au srn’espéece et parfois du substrat d’origine efade

région.

3.2. Facteurs environnementaux ou facteurs extrinsgies

La figure 1, montre les principaux facteurs quiuehcent la croissance du champignon et la
production de mycotoxines. La température et I'lditdhisont les deux facteurs physiques ayant une
influence considérable sur la croissance et laymtioh de mycotoxines (Mitchedit al, 2004). Les
champignons de champs sont plus exigeants du geinue humidité du substrat (22-25 %) par
rapport aux champignons de stockage (13-18 %) (&aetsal, 2000). Les types de mycotoxines
gue l'on peut rencontrer dans les céréales et @ayiroduits d’origine végétale est fonction des
conditions climatiques qui favorisent le développeide certaines espéeces toxinogenes et la
formation de leurs mycotoxines. A titre d’exempées mycotoxines retrouvées dans les céréales des
régions a climat froid sont différentes de cellesauvées dans les pays chauds. Il faut également
souligner que la production de certaines mycotaximest pas strictement liée a la croissance des
moisissures productrices. Les conditions de cromsaes champignons sont moins exigeantes que
les conditions de production des mycotoxines. RampleAspergillus ochraceupeut croitre a une
activité de l'eau 4,) = 0,77, alors que la production d'OTA exige ume> 0,85. Pour chaque
toxine, il convient donc de se reporter aux condgilimites de croissance des espéces fongiques

corres pondantes.
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Figure 1. Facteurs environnementaux influencant la prodaaties mycotoxines.

3.2.1. Température

La température optimale de toxinogenese astgénéral, voisine de la température
optimale de croissance. A I'image du champignondpecteur, les mycotoxines peuvent étre
produites sur une large gamme de température. Rampde, les aflatoxines peuvent étre
synthétisées entre 12-42°C avec un optimum ent282€ (Reisst al, 1998).Aspergillus flavus
et A. nigerpeuvent se développer entre 8 et 45 °C (Pitt ekidge 1997). A 5°C Aspergillusne
peut produire ni les aflatoxines, ni 'OTA, alorsiegPenicillium et Fusarium sont capables de

produire les mycotoxines (Northolt et Bullerman829Weidenbdrner 1998).

3.2.2. Activité de I'eau

La teneur en eau libre dans un substrat, appmtévité de l'eaud,), est I'un des
facteurs déterminants dans la production des myows. Certains facteurs, tels que la pression
osmotique, le substrat et la température, en radulhumidité relative, peuvent conditionnea,}’
dans le milieu. La plupart des champignons se dépeint a unea, de 0,8. En général,d,
optimale pour la production de mycotoxines est sapée a celle de la croissance du champignon.
Les champignons xérophiles peuvent se multipliéesa,, allant de 0,75 - 0,65 et peuvent sporuler
dans les produits de faibleg (grains, noix, fruits secs, herbes, etc.) (Weidenér, 1998). Les

produits alimentaires ayant uag< 0,6 ne sont généralement pas altéres.
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3.2.3. Influence du pH

La plupart des champignons peuvent croitre guitt€,5 et 9,5 avec un optimum de 4,5 a
6,5 et la production des mycotoxines a lieu auxsimages des pH optimum de croissance
(Weidenborner, 1998).

3.2.4. Composition gazeuse

Les concentrations en oxygéne; @t en dioxyde de carbone (@@ans I'atmosphere et
tout particulierement la teneur en @ans le substrat, jouent un réle important dartsdasssance et
la production de mycotoxines chez de nombreusesissores (Frisvad et Samson, 1991). Les
teneurs en ces gaz different d’'une espéce a ume. &mn général, la réduction de la pression

partielle en oxygeéne et, surtout, I'accroissementadteneur en C® ont un effet dépresseur bien

plus important sur la toxinogenese que sur la samise chez les espéeces des gefseergilluset
Penicillium Taniwakiet al. (2001) ont montré qu’une teneur de 40% en, €01% en @ réduit de
65% la croissance A’ flavuset une inhibition totale de la production d’aftatee B1. En outre, la
production d’aflatoxine B1 sur de l'arachide, ma&héent réduite entre 21 et 5 % ¢/Qn'est
pratiguement inhibée que lorsque la proportion ere€d inférieure a 1%. Une augmentation de la
teneur en CO(20%), surtout si elle est corréelative d’'une réihucen oxygene, provoque une chute
importante en aflatoxines. Toutefois, dans une apfhére confinée, telle qu’elle se présente dans
un ensilage mal tass&usarium roseunpeut encore élaborer de la zéaraléndyssochlamys
nivea produit de la patuline méme en anaérobiose. Apmsservation dans une atmosphere
confinée, dans lesquelles les moisissures peuv@snbp moins se développer, la remise a I'air libre

ou la ventilation provoquent rapidement une inteng@gogenése.

3.2.5. Nature du substrat

Parmi les produits et aliments d’origine végéthds,céréales et leurs produits dérivés sont
les plus frequemment contaminés par les champigloxisogenes. Les autres produits contaminés
d’origine végétale sont les fruits et [égumes ggcaines oléagineuses, haricots et raisins saxs), |
épices, le café, le cacao et les produits de featien (jus de pomme, jus de raisin, biere, vin et
cidre). Bien que la toxinogenése dépende beaucdup @troitement de la croissance du
champignon que de la composition chimique du sabste dernier semble jouer un réle non
négligeable. En effet, les céréales et les oléaginaus riches en hydrates de carbone et en Bpide
sont généralement plus favorables a la producttomgcotoxines que les substrats a forte teneur en
protéines (Le Bars, 1998). Ainsi, la biogénese d#atoxines, de l'ochratoxine A, de la
stérigmatocystine et de I'acide pénicillique (c:astlire les dérivés de la voie des polycétoacides),

est plus importante dans les milieux riches enideset en lipides que dans les milieux a forte
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teneur en protides (Lacey, 1989). La productiofialaines parAspergillus flavusest favorisée
par certains sucres: le glucose, le mannose, @oBa et le saccharose. En outspergillus
parasiticusne produit pas d'aflatoxines dans un milieu peptictge en sel (Barrios-Gonzalez et
Tomasini,1996). Mais il peut y avoir des interagioplus ou moins spécifiques entre certains
composeés d’origine végétale ou fongique. Ainsfaleque le soja ne se préte pas a I'accumulation
d’aflatoxine peut s’expliquer par la présence dlagbhytique qui complexe le zinc, indispensable a
la biosynthése des aflatoxines (Pfohl-Leszkowic@9

3.2.6. Facteurs biologiques

Parmi les facteurs biologiques ayant une imibgesur la production des mycotoxines, on
peut distinguer I'effet positif exercé par les mtalrs et I'effet inhibiteuvia la compétition
microbienne.

- les prédateurs: les insectes et les acariensdamnwecteurs de spores de moisissures
gu’ils introduisent a I'intérieur méme du grain pes lésions qu’ils créent. Ainsi, la contamination
d’arachide, de coton et de mais parflavuset/ou les aflatoxines avant la récolte est soukiéata
lattaque par les insectes. Les prédateurs inteméet aussi au cours de la conservation; les
échantillons de grain hébergeant des charancorderdven général une population fongique
importante et parfois des mycotoxines (aflatoxide @hratoxine A et citrinine dans du mais ou de
'orge) (Murphyet al, 2006). Au cours de la conservation de résereasdeales non protégées, les
oiseaux et les rongeurs interviennent de manienéasie.

- Compétition microbienne: la présence de microoggars compétitifs peut contribuer a
une réduction de la croissance du champignonapéoduction de mycotoxines. Aingispergillus
niger, Rhizopus stolonifeou les bactéries lactiques ont montré une capacitéduire et/ou a
inhiber la production d'aflatoxines (Weidenbdrn&001). En effet, I'association d’espéces
fongiques a une souche toxinogéne a généralemesffeirdépressif sur la production de toxine en
raison d’'une compétition pour le substrat, d’ung,pat du pouvoir de dégradation de la toxine par
certains microorganismes, d'autre part. En effes, €chantillons envahis par une seule espéce
présentent généralement une imprégnation toxigem jpius importante que les échantillons ayant

une mycoflore complexe.

3.3. Facteurs chimiques

L'emploi d’insecticides réduit I'apparition de mytoaines, soit par action antifongique
directe sur le champignon, soit en prévenant Ieieié au niveau des graines dues aux insectes et
aux acariens. Si les fongicides utilisés au champemployés en tant qu’additifs ou agents de

conservation sont appligués avec succes, le ridgueontamination en mycotoxines est faible. Il
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convient toutefois d’étre prudent dans I'emploi @ substances. En effet, certaines études ont

montré qu’a concentration sub-létale, la productiermycotoxines est favorisée (Le Bars, 1988).
4. Effets sur la santé

Les mycotoxines sont des molécules tres toxiques Pdomme et 'animal. La palette de
leurs effets toxiques est tres étendue: effets éageénes, mutagenes, tératogénes,
immunosuppresseurs, allergiques, oestrogéniquespsants, neurotoxiques, néphrotoxiques, etc.
Les organes et tissus cibles sont trés divers; f@ms, peau, systeme immunitaire, systeme
nerveux, glandes endocrines, etc., ou des |ésiayaniues irréversibles peuvent étre produites.
Contrairement aux toxines bactériennes dont letseBont immédiats (souvent entre 12 et 36 h
aprés ingestion des aliments contaminés), les royows ont des effets insidieux, qui se
manifestent a plus ou moins long terme (quelgues @majuelgues années). Les articles faisant le
point sur les effets néfastes des mycotoxinesrsomibreux (Peraicat al, 1999; Hussein et Brasel,
2001; Bennett et Klich, 2003).

Certaines toxines exercent un pouvoir hépatotoxi¢mfeatoxines), d’autres se révelent
oestrogéniques (zéaralénone), immuno/hématotoxidpatuline, trichothécenes, fumonisines),
dermonécrosantes (trichothécenes), néphrotoxiqetsgtoxine A) ou neurotoxiques (patuline). Le
tableau 4 résume les effets et les mécanismesiatiades principales mycotoxines. Certaines
d’entre elles sont reconnues ou suspectées d’étreémgenes. En outre, plusieurs mycotoxines

peuvent étre présentes dans le méme produit oéraennation alimentaire.

Nous reviendrons sur les effets des aflatoxinedeetOTA de facon plus détaillée dans les

chapitres consacrés a ces toxines.

5. Méthodes de détection des mycotoxines dans ldisn@nts

Les méthodes disponibles pour I'évaluation desugsdgliés a la présence des mycotoxines
sont celles qui permettent le dosage direct desotoymes. Les protocoles destinés a la
guantification des mycotoxines incluent des étapestraction, de purification et de concentration.
L’'analyse proprement dite comprend la détectionguantification et la confirmation. Elle fait

intervenir des techniques chromatographiques:

- Chromatographie en couche mince (CCM).

- Chromatographie liquide a haute performance (HPLC).

- Chromatographie liquide couplée a la spectroméienasse (LC-MS) ou HPLC couplée a
l'lonisation par electrospray (ESI).
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Tableau 4.Effets identifiés ou suspectés des principalesatoyines et mécanismes d’action
cellulaires et moléculaires identifiés expérimesnagnt (AFSSA, 2006).

Toxine

Effets

Mécanismes d’action cellulaire et mélculaire

Aflatoxine B1+ M1

Ochratoxine A

Patuline

Trichothécenes
(toxine T-2,
déoxynivalénol,
etc.)

Zéaralénone

Fumonisine B1

Hépatotoxicité.
Génotoxicité.
Cancérogénicité.

Immunomodulation.

Néphrotoxicité.
Génotoxicité.

Immunomodulation.

Neurotoxicité.
Mutagenesén vitro.

Hématotoxicité.

Immunomodulation.

Toxicité cutanée.

Fertilité et
reproduction.

Lésion du systeme
nerveux central.
Hépatotoxicité.
Génotoxicité.

Immunomodulation.

Formation d’adduit a I'ADN.
Péroxydation lipidique.

Bioactivation par le cytochrome P450.
Conjugaison aux GS-transférases.

Impact sur la synthése des protéines.
Inhibition de la production d’ATP.
Détoxification par les peptidases.

Inhibition indirecte d’enzymes.

Induction de I'apoptose sur progéniteur.
Tissu hématopoiétique et cellules immunitaires.
Impact sur la synthése des protéines.
Altération des immunoglobulines.

Liaison aux récepteurs oestrogéniques.
Bioactivation par des réductases.
Conjugaison aux glucuronyltransférases.

Inhibition de la synthése de céramide.

Altération du rapport sphinganine/sphingosine,
Altération du cycle cellulaire.
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La CCM présente l'intérét de pouvoir détecter muss toxines simultanément, mais les
limites de détection sont trop élevées pour détetds teneurs définies par les réglementations. Les
techniques LC-MS ou ESI demeurent actuellement ygdisées car ces technologies sont tres
colteuses tant par I'acquisition de l'appareillagee par son entretien. La technique, la plus
employée avec la CCM est 'HPLC (C.A.S.T, 2003)ymée a un détecteur UV ou par fluorimetrie.
D’autres méthodes utilisent les techniques immumoicjues (RIA, ELISA) permettant une

détection qualitative ou semi-quantitative.
6. Réglementation

L'Organisation Mondiale de la Santé (O.M.S) a réoemt reconnu que la contamination des
produits d’alimentation par les mycotoxines constitine source importante de maladies d’origine
alimentaire (O.M.S, 2002). Conscients des effeds@s que peuvent avoir ces toxines naturelles, de
nombreux pays ont adopté ces dernieres annéesglementations relatives aux mycotoxines dans

les produits d’alimentation humaine et animale.

Les premieres limites pour les mycotoxines ontfét@es a la fin des années 60 pour les
aflatoxines. A la fin de 2003, une centaine de pasgient élaboré des limites spécifiques pour les
mycotoxines dans les aliments et leur nombre coatithe progresser (F.A.O, 2004). Il existe un
certain nombre de publications axées sur les lsnée réglementations pour les mycotoxines
(Resniket al, 1991; Boutrif et Canet, 1998; Rosner, 1998; Vgmand, 1999).

L’établissement de réglementations en matiére deotoyines est une opération tres
complexe, dans laguelle de nombreux facteurs enéregeu. En effet, plusieurs facteurs, d’ordre
scientifique et socioéconomique, peuvent avoir innglence sur I'établissement de valeurs limites
et de réglementations concernant les mycotoxihe&adit des facteurs suivants:

- disponibilité de données toxicologiques;

- disponibilité de données sur la présence de myowe dans divers produits;

- connaissance de la répartition des concentratiemaycotoxines dans un lot;

- disponibilité de méthodes d’analyse;

- législation des pays avec lesquels des contantsenciaux existent;

- nécessité d’'un approvisionnement alimentaire sarfi.

Selon A.F.S.S.A (2006), le classement établi pareletre international de recherche sur le
cancer (préambule des monographies C.I.R.C —18ejah999) est textuellement le suivant:
- Groupe 1: L'agent (le mélange) est cancérogéna phaomme. Les circonstances

d'exposition donnent lieu a des expositions qui sancérogénes pour 'homme.
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- Groupe 2A: L'agent (le mélange) est probablemaricérogéne pour I'homme. Les
circonstances d'exposition donnent lieu a des éxmas qui sont probablement cancérogénes
pour 'homme.

- Groupe 2B: L'agent (le mélange) est peut-étre@agene pour 'homme. Les circonstances
d'exposition donnent lieu a des expositions qui pent-étre cancérogenes pour 'homme.

- Groupe 3: L'agent (le mélange, les circonstanegdsition) ne peut étre classé quant a sa
cancérogénicité pour I'homme (les études ne peupastétre interprétées en terme de
présence ou d'absence d'effet cancérogéne en mésbmites qualitatives ou quantitatives
importantes, ou aucune donnée expérimentale déegénicité n'est disponible).

- Groupe 4: L'agent (le mélange) n'est probablempasicancérogéne pour 'homme

6.1. Réglementation relative aux aflatoxines

En I'état actuel, les connaissances scientifiqiésahniques ne peuvent assurer I'élimination
totale des moisissures et en conséquence, la pedermycotoxines dans les denrées alimentaires.
En 1993, le C.I.LR.C a classé I'AFB1 dans le grolipeAFM1 dans le groupe 2B et 'AFG1 dans
le groupe 3. Les substances cancérogenes et ganaexrésentent des effets sans seuil. Pour ces
substances, il n’existe pas un seuil pour lequ& ipeut pas y avoir un risque. C’est pourquasil
difficile de fixer de dose journaliére tolérableJD pour les aflatoxines (A.F.S.S.A, 2006). Il y'a
donc lieu de fixer des limites au niveau le plus passible afin de réduire I'exposition a un niveau
aussi faiblequ’il soit raisonnablement possible de I'étre. €'t principe ALARA (As Low As
Reasonably Achievable), défini comme le niveaplies faible d’'un contaminant qui ne peut pas
étre éliminé d’un aliment.

Les mesures réglementaires en vigueur dans I'Ueisopéenne sont des plus sévéres. Dans
le cadre du reglement 1881/2006/CE (abrogeantdeemeent 466/2001/CE et ses modifications)
portant fixation de teneurs maximales pour certamstaminants dans les denrées alimentaires et
de la directive 2002/32 (et ses modifications)lsarsubstances indésirables dans les aliments pour

animaux, des teneurs maximales ont été fixéeslpsuaflatoxines (Tableau 5).

Limites mondiales relatives aux aflatoxines
Un document intitulé : « Réglementations relativesix mycotoxines dans les produits
d’alimentation humaine et animale, a I'’échelle mala@en 2003 » a été établi par I'organisation
des nations unies pour I'alimentation et I'agriovdt (F.A.O, 2004). Selon ce document, le nombre

des pays qui réglementent les aflatoxines augnsamsiblement au fil des ans. Les
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Tableau 5 Teneurs maximales en aflatoxines exprimégsgékg dans I'Union Européenne
(reglement 1881/2006/CE).

Teneur maximale

Alimentation Toxine Denrée alimentaire
enpg/kg
Arachides (cacahuétes) + autres 25-8
graines + fruits secs. selon le produit et son
stade de transformatior
Aflatoxine B1 | Certaines épices. 5
Préparations a base de céréales et 0,1
aliments pour nourrissons et enfants
en bas age.
Humaine Arachides (cacahuétes) + autres 4,1-15
graines + fruits secs. selon le produit et son
stade de transformatior
Aflatoxines
B1+B2+G1+G2
Céreales. 4-10
selon le produit et son
stade de transformation
Certaines épices. 10
Lait. 0,05
. Préparations pour nourrissons et 0.025
Aflatoxine M1 | o yrants en bas age. '
Matiéres premieres des aliments 20
pour animaux.
Animal Aflatoxine B1 Aliments 5-20
nimale atoxine _ A
complets/complémentaires. selon [es especes
animales
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réglementations concernant les aflatoxines sontiltds et applicables a des produits
d'alimentation humaine, a des produits laitieraales produits d'alimentation animale spécifiques.

Le tableau 6 représente des comparaisons des vaf@alianes, des intervalles de variation et
le nombre de pays ayant fixé des limites |égalas pes aflatoxines présentes dans les produits
d'alimentation humaine ou animale pour les ann88% &t 2003. Cette comparaison est toutefois
difficile a réaliser compte tenu de l'incertitude dertaines données et de la réglementation qui
n'est pas uniforme pour tous les pays. En effetages pays disposent de multiples réglementations
précisant différents seuils de tolérance pour diyaoduits d'alimentation humaine ou animale,
tandis que dautres ont fixé un seuil de toléramciue, par exemple, pour tous les produits
"d'alimentation humaine" ou pour tous les prodtdtalimentation animale"”.

Les niveaux maximaux tolérés pour l'aflatoxine Bihslles produits d'alimentation humaine
n‘ont pas changé entre 1995 et 2003. La limitdivelment répandue est celle de 5 pg/kg. En 2003,
comme en 1995, de nombreux pays avaient fixé deteB pour la somme des aflatoxines B1, B2,
G1 et G2, en y ajoutant parfois une limite spéaiigpour l'aflatoxine B1. La question de savoir Si
une limite réglementaire pour la somme des aflaesxipermet de mieux protéger la santé publique
gu'une limite pour la seule aflatoxine B1 restegeosn effet, I'aflatoxine B1 est la plus fréquente
et la plus toxique alors que les aflatoxines B2,e6G2 sont rares dans les produits de base (Yabe
et Nakajima, 2004). En général, le rapport desue@qes relatives des aflatoxines B1 et B2 est, en
moyenne, de 4:1. Pour l'aflatoxine Bl et la somree aflatoxines B2, G1 et G2 le rapport des
fréequences relatives se situe en général aux alente 1:0,8 (Van Egmonet al, 1978). |

semblerait que l'analyse de I'aflatoxine B1 sditate, suffisante et plus pratique.

En ce qui concerne l'Algérie, les limites maximatekrées d’aflatoxines dans les produits

d'alimentation humaine et animale (F.A.O, 2004} slmmnées dans le tableau 7.

6.2. Réglementation relative a I'ochratoxine A

De nombreux pays ont fixé une concentration maxemabur I'ochratoxine A dans les
céréales, considérées comme la principale sougpasition humaine a cette mycotoxine. Certains
pays l'ont fait pour les produits a base de céséstiel'autres ont fixé des limites différentes dear
céreales et leurs dérivés. Ainsi, de toutes leeondgdu monde, les pays de I'Union Européenne
(UE) possédent les réglementations les plus étenduées plus précises en ce qui concerne les
mycotoxines présentes dans l'alimentation humddams le cadre du reglement 1881/2006/CE
(abrogeant le reglement 466/2001/CE) portant foxatde teneurs maximales pour certains
contaminants dans les denrées alimentaires, desirtermaximales ont été fixées pour 'OTA
(Tableau 8).

33



Tableau 6 Valeurs médianes et intervalles de variationrdesaux maximaux tolérés en 1995 et 2003

(ng/kg) des aflatoxines et nombre de pays disposanéglementations (F.A.O, 2004).

Année 1995 2003
Intervalle Intervalle
_ Valeur Valeur
AﬂatOX|neS et SUbS'[I’at. méc“ane de Nombre méd|ane de Nombre
(ug/ka) variation  de pays (ug/ka) variation de pays
(ng/kg) (ng/kg)
Aflatoxine Bldans les 4 0-30 33 5 1-20 61
produits
Aflatoxines 8 0-50 48 10 0-35 76
B1+B2+G1+G2 dans les
produits d'alimentation
humaine.
Aflatoxine M1 dans le lait. 0,05 0-1 17 0,05 0,0-1 60
Aflatoxine B1 dans les 5 5-50 25 5 5-50 39
produits d'alimentation
animale.
Aflatoxines 20 0-1000 17 20 0-50 21
B1+B2+G1+G2 dans les
produits d'alimentation
animale.

Tableau 7 Limites réglementaires algériennes des aflatexdans les produits d'alimentations
humaine et animale (donnéeg@D3), (F.A.O. (2004)

. Somme des Limite Méthode Méthode
Produits Mycotoxines (ug/kg) d’échantillonnage  d’analyse
Produits d'alimentation humaine
Arachides, fruits a Aflatoxine B1 10
Apd Officielle
coque, céréales _ L
Aflatoxines B1, B2, Non officielle (DZ,)°
20 1
GletG2
Produits d'alimentation animale
Aliments pour bétail | afjatoxine B1 20 Non officielle Officielle
(DZy)°

4 es données ont été fournies par le Ministére adoneerce algérien.
"AOAC (1990). 986.22. Aflatoxins in peanuts and pgamproducts — CB method Food and Drug

Laboratories— Canada —

Best food method.

‘DZ, NF-VF (1980). Animal feed — aflatoxins measurentht June 1980:18-200.
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Tableau 8 Teneurs maximales en ochratoxine A dans les derai@mentaires exprimées
ug/kg Reglement (C.E) No 1881/2006 de la commission ddécembre 2006).

Teneur
Denrée alimentaire maximale
(ng/kg)

Grains de céreales brutes (y compris le riz brig sarrasin S
Produits dérivés des céréales (y compris les prodei céréale 3
transformeés et les grains de céréales destinéconsommation directe
Préparation a base de céréales pour enfants éigbast aliment
diététiques destinés a des fins médicales spéapésfiquement pour le 0,5
Nourrissons.
Raisins secs (Corinthe, sultanines et autres sas&ns 10
Grains de café torréfié et café torréfié mo S
Café soluble (instantané). 10
Vin (rouge, blanc et rosé et autres boissons adesé et/ou de modt ¢ )
raisins).
Jus de raisin, ingrédients a base de jus de mdégia d'autres boissons )
comprisle nectar de raisin et le jus de raisin concergcémstitué

50 pg/kgii™ 3

30 pg/kg™ 1

20 pug/kg™ 1

15 pg/kg™ 1

10 pg/kg™ 1

5 pglkg 1 29
3 ug/kg™ 1 [ Nombre de pay

Figure 2 Concentrations maximales pour l'ochratoxine As les céréales et les produi
céréaliers, a I'échelle mondiiF.A.O, 2004).
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Le 4 avril 2006, I'Autorité européenne de sécudés aliments (AESA), a la demande de la
commission, a adopté un avis scientifique actualisd’OTA dans les aliments, qui, sur la base des
nouvelles informations scientifiques disponiblegtabli une dose hebdomadaire tolérable (DHT)
de 0,12 pg/kg de poids corporel. Outre les paysp&ens, certains pays ont fixé des teneurs en
OTA allant de 3 a 50 pg/kg (Figure 2). Aucune temaaximale en OTA n'est encore fixée dans les
aliments pour animaux. Cependant, la CommissioncdRenandation 2006/576/CE de la
Commission du 17 aodt 2006) recommande d'applidasrteneurs maximales en OTA dans les
matieres premieres et aliments destinés a l'alimtientanimalelLa plupart des réglementations
existantes en matiere de mycotoxines en Afriqueapportent aux aflatoxines. L'Algérie n’a, a notre

connaissance, pas encore fixé les teneurs maximaleshratoxine A dans les aliments.
7. Stratégies de prévention contre la contaminatiopar les mycotoxines

La meilleure stratégie pour garantir la sécuritéita@e des aliments vis-a-vis de la présence
de mycotoxines dans les aliments, consiste a applilgs regles pratiques permettant de limiter la
survenue de ces contaminants. Bien que les fackemisonnementaux soient déterminants dans la
survenue des contaminations par les moisissurésuet mycotoxines, toutefois, la maitrise des
étapes pré-récolte, post-récolte et de stockagegiate réduire la contamination (Lacey, 1989).

La réduction des contaminations repose sur laégfiapréventive qui consiste a mettre en place un
plan de contrdle et d’analyse des points critiqifesCCP, Hazard Analysis Critical Control Point).
Cette méthode consiste en une identification degues alimentaires potentiels au cours d'une
opération. La démarche est basée sur le développetume stratégie de prévention, dentrdle,

de bonnes pratiques agricoles et de contréle dpidditeé a toutes les étapes de la production. Il
s’agit de mettre en évidence les points a risqaesj que les points critiques, de mettre en place
des solutions afin de gérer au mieux le risquesi @jne de développer des méthodes de suivi et de

vérification.

En ce qui concerne la gestion du risque lié a [asnination, le suivi des bonnes pratiques
agricoles doit permettre de réduire de maniereifsigtive la contamination. Il s’agit de s’assurer
de la bonne qualité sanitaire du grain, du sitestdekage, du nettoyage des équipements et de la
bonne hygiene du personnel. En cours de stockagauk de contamination doit étre suivi, et les

denrées contaminées doivent étre isolées afin dehgy les contaminations croisées.

Les pratiques a observer et les démarches a quourele suivi des bonnes pratiques agricoles

sont décrites ci-apres:
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7.1. Pratiques précédant la récolte

Il faut d’abord réduire autant que possible la enég d’'inoculum a proximité de la plante en
éliminant tous les restes des cultures précédeatasi que tout substrat qui serait propice a la
croissance de champignons producteurs de mycotXierotation des cultures est dans ce cas un
elément important (Pfohl-Leszkowicz, 1999). Il faduligner que les plantes stressées sont plus
susceptibles a la contamination par les moisissirtss mycotoxines. La semaison, tout comme la
récolte, doivent étre effectuées a une période egéavissent pas des conditions de températures
trop élevées ou des conditions de sécheresses-celmntribuant au stress de la plante. Il est
recommandé de réduire autant que possible les dgesneausés par les insectes ainsi que les
infections fongiques, et ce, par 'usage approgtigsecticides et de fongicides. Il est recommandé
gue le grain soit récolté a pleine maturité et liggedommages mécaniques, liés a la récolte, soient

limités autant que possible.

7.2. Pratiques de stockage

Les mesures les plus efficaces pour lutter corsenhycotoxines consistent a ramener la
teneur en eau a un seuil trop faible pour inhibatdveloppement de moisissures et/ou empécher la
production de mycotoxines. En général, I'activigglgéau (aw) doit étre inférieure ou égale a 0,70
ce qui correspond a une teneur en eau d’environ @6 les grains de céréales (mais, blé, etc.) et
7,0% pour les arachides a une température de 2@¥0moisissures colonisant les denrées au cours
du stockage, comme le gerspergillus ont la capacité de se développer pour des tehunudité
compris entre 10 et 18% (Lillehoj et Elling, 1983)a température joue également un role
déterminant dans le développement fongique ainsidgns la mycotoxinogenese. Cependant, les
conditions optimales de température et d’humiditétives pour la croissance fongique différent de
celles optimales pour la mycotoxinogenése (Stey9841 Suarez-Quirozet al, 2004). La
surveillance de l'évolution de la température awrsodu stockage peut étre révélatrice du
développement de moisissures. Une variation d8Zade la température peut étre le signe d’un
développement microbien. D’autres facteurs, tebslga conditions climatiques avant et pendant la
récolte, I'état physique du grain et la températamemoment de la récolte, peuvent influencer le
développement des moisissures et la formation dmtayines (Pfohl-Leszkowicz, 1999b; Molinié
et Pfohl-leszkowicz, 2002; Magan et Aldred, 208B6udamore, 2005).

En cas de contamination par des champignons d'uéeégente récolte stockée, il est
recommandé d’assainir les locaux par des traitesnehimiques et d’équilibrer et d’abaisser la
température; au cours du stockage, la celluleé&toét seche et ventilée pour limiter la condensation
(Scudamore, 2005). Les grains infectés seront égp#es grains sains et des prélevements seront

constitués pour analyse. Il faut cependant souligne le suivi de ces bonnes pratiques agricoles
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n’est toujours pas suffisant pour empécher la comation. Des stratégies de décontamination se

sont développées pour faire face a ce probleme.

7.3. Stratégie curative: la décontamination

Afin de réduire les contaminations des alimentslpamoisissures et leurs mycotoxines, de
nombreux procédeés biologique, chimique et physmputeté proposés (Doykd al, 1982; O.M.S,
2002). Un procédé de décontamination des mycotexid@ns les denrées alimentaires doit
permettre la destruction ou I'élimination de laitexsans pour autant laisser de résidu toxique et
sans modifier la qualité nutritive et les proprgétéchnologiques de facon significative du produit
(Park, 1993).

L'une des stratégies consiste a limiter les effetsques des mycotoxines par l'ingestion
d’agents chélateurs de la toxine tels que la chobamine ou les aluminosilicates de sodium et de
calcium hydratés (Hufet al, 1992; Huwiget al, 2001), ou par I'ajout d’additifs alimentaires
(vitamines, graines de sésame, aspartame, mélafgpiioxicam ou acides lactique et sorbique)
contribuant & une protection partielle de I'orgamésa la toxicité (Galvanet al, 2001). D’autres
composés comme les propionates, les benzoatesa(Pu@jrogan, 1982) et les sels de bicarbonates
(Montville et Shih, 1991) ont également été utdisé

L’ammonification est I'un des procédés chimiques fdus utilisés avec succés dans la
détoxification des aflatoxines dans diverses megigaremieres ((Parkt al, 1988). Le traitement
par 'ammoniac inactive les aflatoxines en romgarfonction lactone. L’'ammonification n’est pas
efficace pour I'élimination de 'OTA car celle-csetransformée en sa forme ouverte qui redonnera
par la suite 'OTA originelle dans les conditionsides de I'estomac (Chelkowskt al. 1981,
Castegnaret al, 1991). Il est & noter que les traitements chimégne sont pas autorisés pour la
décontamination des aliments destinés a I'alimentdtumaine.

L’emploi des difféerentes techniques de cuisson aledgent fait I'objet de nombreuses
publications. Selon Buser et Abbas (2002), le tdiaflatoxines diminue de 33% par le procédé
d’extrusion, alors que la cuisson a vapeur deshatas fait diminuer de 40% la teneur en
aflatoxines. Divers procédés de cuisson ont récemhra&® testés par Hwang et Lee (2006).
L'implication des composés phénoliques dans lastaésce de certaines variétés de plantes
(McKeehenet al, 1999; ElI Modafaret al, 2000; Siranidouet al, 2002) a suscité un intérét
particulier pour leur utilisation dans la lutte t@nles champignons toxinogénes durant le stockage
(Samapundet al, 2007).

Parmi les stratégies de lutte biologique contrecl@staminations avant la récolte, on peut

citer 'utilisation des bactéries endophytes tetjagBacillus mojavensist B. subtilis(Baconet al,
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2001), l'utilisation des souchesAd’ flavusnon toxinogénes (Abbast al, 2006) et I'emploi des
cultivars moins sensibles aux infections (O.M.920C.A.S.T, 2003).

De nombreux travaux ont été consacrés a la reoha@letbactéries probiotiques (Peltoratn
al., 2000) et d’autres bactéries antagonistes poudantner I'aflatoxine B1. Cependant, tres peu
d’études ont rapporté la dégradation effective’A€B1 par les microorganismes. Les bactéries
ayant prouvé des capacités a dégrader cette tegmeaNocardia corynebacteroidganciennement
Flavobacterium aurantiacujn(Ciegleret al, 1996),Mycobacterium fluoranthenivorar{slormisch
et al, 2004) et tout particulieremei@orynebacterium rubrun{Shih et Marth, 1975; Mann et
Rehm, 1977). En outre, Teniod& al. (2005) et Albertset al. (2006) ont récemment rapporté la
dégradation de I'AFB1 par des culturesRigodococcus erythropoli€ette bactérie aérobie Gram
positif est en effet capable de dégrader diverspusis aromatiques (Kitow al, 2004) et aurait
un réle dans I'élimination de certains polluantemaatiques dans I'environnement (Sakdial,
2003).

8. Le blé

8.1. Description et caractéristiques botaniques

Le blé est une plante herbacée monocotylédone gparaent au genrdriticum et a la
famille des Graminées. Les deux especes qui domsuent le blé du(Triticum durun et le blé
tendre Triticum aestivum)Le grain de blé est un fruit sec, dont le nomabimjue est caryopse, de
forme ovoide et présente sur la face ventrale llongjui s’étend sur toute la longueur. Sa couleur
varie du roux au blanc. A la base dorsale du gesrirouve le germe qui est surmonté par une
brosse. Le grain de blé mesure entre 5 et 7 mrordg et entre 2,5 et 3,5 mm d’épaisseur, pour un
poids compris entre 20 et 50 mg. La structure dingite blé est présentée dans la figure 3. La
composition moyenne en protéines, en glucidesipaek et en éléments minéraux du grain de blé,
est décrite dans le tableau 9.

Le blé dur est utilisé pour la fabrication de lanseille, des pates alimentaires, du couscous et
des pains, alors que le blé tendre est utilisé eanerie pour I'obtention de la farine destinée a la
panification (Popineau et Denery-Panini, 1996xiste aujourd’hui plus de 20 000 variétés de blé
au niveau mondial, variétés adaptées a différenligsux, et développant une résistance envers
certains pathogenes et maladies du blé. Au niveandral, la production de blé arrive en seconde
place, aprés le mais.

Les régions bénéficiant d’un climat relativement,saux journées chaudes et aux nuits
fraiches, conviennent le mieux a la production tudur. Ces conditions conferent aux grains une
grande vitrosité et dureté, qualités qui assuremt produits a base de blé dur un excellent

comportement de cuisson. C’est pourquoi la prodaatt la consommation des produits a base de
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Brosse

Sillon

Couche d’aleurone

Albumen amylacé . Bandehyaline

Testa

Cellules tubulares
Péricarpe inteme

Scutellum
Cellules transversales
Germe -
Axe Péricarpe externe
embryonnaire

Figure 3. Structure d grain de blé (Surget et Barron, 2005).

Tableau 9 Composition du blé en divers éléments, exprinmée
de la matiére sechSurget et Barron, 2005).

Nature du compose Teneu'f en % de Iz
matiére séche

Protéines 10-15
Amidon 67-71
Pentosane 8-10
Cellulose 2-4

Sucre libre 2-3

Lipides 2-3
Matieres minérale 1,5-2,5
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blé dur ont commenceé dans les régions chaudestasenéditerranéennes de I'Afrique du Nord de

'Europe méridionale, de la Turquie et de la Sybans ces régions, le blé dur constitue I'aliment

de base consommé surtout sous forme de platsidratbls a base de semoule (couscous, pains,
etc.).

En Algérie,la céréaliculture est pratiquée sur de grandesrfcipe non irriguées d’ou une
grande variation en matiére de production annwedtemée entre 1 et 4,5 millions de tonnes. La
céréaliculture occupe annuellement une superfitémtade 3 a 3,5 millions d’hectares. Le blé dur
accapare 43 % de la surface de production agrawleays, suivi du blé tendre, qui en occupe 19
%. Ces dernieres années, il y' a eu accroissenefd groduction de céréales, grace a un niveau
satisfaisant de précipitations et a l'applicaticandprogramme national d'intensification des
cultures. A titre d’exemple, la récolte de 2007té& éstimée a 4,3 millions de tonnes (Anonyme,
2008). Néanmoins, I'Algérie doit importer d'énorngemntités de blé pour satisfaire a la demande
nationale. Ainsi, les importations de céréales paurampagne commerciale 2005/06 (juillet/juin)
devraient atteindre environ 6 millions de tonnésldérie a importé 85% de ses besoins de France
pour la campagne 2006/2007, soit 2,6 millions dmés de blé tendre et 650 000 tonnes de blé dur.
Pour cette saison, qui a connu une baisse vertigindue aux insuffisances pluviométriques, les

besoins sont estimés a environ 8 millions de tannes

8.2. La transformation du blé dans les pa#dés agroalimentaires

Les principales formes d'utilisation du blé sonfdane pour le blé tendre et la semoule pour
le blé dur. Une part du blé produit est réservééa @emence et le reste est destiné a la
consommation.

Le procédé de premiere transformation du blé (Meensemoulerie...) comporte plusieurs
étapes. La cargaison de blé sera déchargée auunies silos de stockage des unités de
transformation. La mise en silo sera effectuéesapedtoyage et dépoussiérage des grains. Au cours
d'une seconde phase de nettoyage du blé, juste #vanouture, les meétaux, pierres, roches,
graines d’autres plantes et pailles sont élimindise fois ces opérations terminées, le blé est
humidifié (conditionnement) pour atteindre un tdimal d’humidité compris entre 16 et 18%. Le
blé est alors prét pour la transformation, par mijten farine ou en semoule.

Le principe de la mouture consiste a passer Isutéessivement dans des broyeurs ayant des
caractéristiques différentes. Les grains passefre ateux cylindres cannelés tournant en sens
inverse et a des vitesses différentes. Plus oneddsdans la ligne de broyage, plus les cannelures
des cylindres deviennent fines et rapprochéese agiération permettent de séparer I'enveloppe
(utilisée pour la fabrication du son ) de I'amarftibrication de la semoule ou de la farine). Des

broyeurs a cylindres lisses permettent d’obtersrgeduits les plus fins (farines). La séparatibn e
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la purification des produits obtenus sont réaligggasun systeme de tamis de maillage de plus en

plus petit.
[I. Les champignons producteurs d’aflatoxines et @chratoxine A

1. Classification des champignons

D’aprés Hawkswortlet al., In« Dictionary of Fungi (1995) », le réegne des champns est
divisé en quatre « phylum £hytridiomycota, Zygomycota, AscomycathBasidiomycota Les
champignons se caractérisent par une croissansd@ooe de mycélium et sont hétérotrophes vis a
vis des sources de carbone. Les champignons peseenlasser dans différentes familles. Les
chytridiomycétessont caractérisés par la présence d'un flagellgugnau niveau de la zoospore.
Les zygomycetes possedent un mycélium non segtenetaractérisés par leur aptitude a fusionner
leur mycélium pour former une gamétangie qui doarages zygospores. Les ascomycetes et les
basidiomycetes produisent des spores sexuéesctigspgent dans des sacs appelés asques ou a
I'extérieur des sacs appelés basides. La germimais ascospores ou des basidiospores donne des
filaments cloisonnés. lls ont également un modereleroduction asexuée, qui implique la
production de conidiospores. Les autres champigaansie montrent pas de phase sexuelle sont
habituellement classés parmi les deutéromycetes. dbampignons imparfaits, regroupent les
formes dépourvues de reproduction sexuée (reproduchiquement par voie végétative) et ne sont
plus reconnus en tant que division autonome. Ooeptaaintenant les formes asexuées dans les
divisions auxquelles appartiennent leurs phaseséssx(soitAscomycotaou Basidiomycota La
morphologie de la plupart des deutéromycetes rddsebeaucoup plus aux formes anamorphes
des ascomycetes. Les données biochimiques ou nailésupermettent généralement d'attribuer
ces champignons imparfaits a I'un ou l'autre degomgpes. Dans le cas contraire, ils sont conservés
provisoirement dans un ensemble artificiel (santeurahiérarchique dans la systématique)

dénommé « ensemble des champignons mitosporig{(Bsuchetet al1989).

Bien que la plupart des champignons soient reptéseles ascomycetes et les champignons
imparfaits sont les plus largement présents. Legdgminance est probablement due a leur capacité
a produire une large palette d’enzymes lignocdWtiffues, leur conférant un grand pouvoir
colonisateur (Gareth-Jones, 1998; Sridhar et Pnasai 2001).

2. Isolement et dénombrement des champignons toxigenes

Dans le cadre d’'une gestion s’appuyant sur la pitéwe, il est indispensable d’évaluer le
nombre de champignons toxinogenes présents dan@réekiits alimentaires. Les méthodes

conventionnelles, basées sur la technique des rssisps-dilutions et ensemencement sur milieu
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gélosé, sont généralement les plus employées panalyse fongique des produits alimentaires.
Aprés ensemencement et incubation a températummalpt (25-30°C) pendant 5 a 10 jours, les

colonies sont dénombrées et analysées (ISO 798%).19

Une autre méthode dite « direct plating » est égafe employée pour la recherche des
champignons toxinogenes dans les aliments. Cell@usiste a ensemencer les particules d’un
aliment (graines, noyaux, etc.) directement sumilieu de culture solide. Les résultats de cette
technique d'isolement et de dénombrement sont gémaent exprimés en pourcentage de

particules infectées. Cette méthode permet beayglogpine analyse qualitative que quantitative.

3. Identification des champignons toxinogenes

La classification des champignons est historiquéni@sée sur de nombreux caracteres
morphologiques et biologiques observables. L'idaatiion des champignons filamenteux est alors
effectuée par la comparaison d’'un grand nombreritéres d’ordre morphologique, physiologique
et écologique (Guarret al 1999), apres leur culture sur différents miliegx servent alors a

induire les phénotypes recherchés.

3.1. Caracteres morphologiques

L’'observation de l'aspect de la colonie (couleexttire), des septations, de la forme et du
branchement des hyphes, des structures de sporukttides spores sont une partie des caracteres
observés pour identifier correctement le champign@mhaque espece de champignon est
caractérisée non seulement par sa couleur, somesqmeaet son mode de reproduction, mais aussi
par ses exigences spécifiques d'ordre physiolog{g@getempérature de croissance) et écologique
(substrat, conditions d’environnement). La figurendntre les structures de quelques moisissures,
rencontrées couramment dans les produits alimestasur lesquelles est basée la différenciation
des genres fongiques. Cette figure a été reprisatdweb de Mycological Research group de St.
George Campus, Université de Toronto (Canada):

www.botany.utoronto.ca/ResearchLabs/MallochLab/btiIMoulds/IDPlatel.html.

Cependant, ces études morphologiques et physialegicequierent un temps considérable de
culture apres isolement du champignon et une expegi confirmée pour lidentification. En plus,
ces criteres ne suffisent pas a eux seuls poutifiderd’'une maniére précise certaines especes de
champignons toxinogénes.

Actuellement, l'identification des principaux gesreet espéces fongiques repose non
seulement sur les caractéres morphologiques massi asur les caractéres chimiques et

moléculaires.
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Figure 4. Structures micromorphologiques des moisissumesorgrées couramment dans les

produits alimentaires.
Les images ont été reprisparéir de la page web de Mycological Research gomift.

George Campus, Université de Toronto (Canada).
www.botany.utoronto.ca/ResearchLabs/MallochLab/MdAifMoulds/IDPlatel.html
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Figure 4 (suite).

45




3.2.Caracteres chimiques

Des méthodes d’analyse biochimiques peuvent égatleamporter des informations sur le
champignon. La détermination du contenu en acids, gte la composition de la paroi cellulaire, de
la composition en protéines ou encore des métakatiecondaires font partie des critéres étudiés

pour l'identification des champignons toxinogengarisoret al, 2006).

3.3. Caracteres moléculaires

Certaines espéces appartenant au méme genre fenggqoeuvent étre différenciées que par
les outils moléculaires. Ainsi, depuis quelquesémsndes méthodes d’identification basées sur des
techniques de biologie moléculaire ont fait leursupes et se sont imposées par leur performance.
Ces meéthodes moléculaires, basées sur la réacgopot/mérisation en chaine (PCR) sont
aujourd’hui utilisées méme pour la quantificatian akrtains champignons mycotoxinogenes (PCR
guantitative). Elles ont 'avantage d’étre rapidetativement moins chéeres et automatisables
(Russell et Paterson, 2006). L’amplification parRP@es régions spécifiques de ’ADN est une
méthode puissante pour I'analyse ciblée d’'un typecliampignon (Hset al, 2003). Différentes
techniques d’identification moléculaire ont été esisau point. Le polymorphisme d’amplification
d’ADN aléatoire (Random Amplified Polymorphic DNAIARAPD) (Hadryset al, 1992) est une
meéthode qui consiste a amplifier a I'aide d’amordégénérées des cibles aléatoires. Le profil de
bandes obtenu peut étre caractéristique et peerlattlistinction d’espéces de champignons mais
aussi de races de la méme espece fongique ((Caetaji 2001). La technique de polymorphisme
de longueur des fragments de restriction (Restnidtiength Fragment Polymorphism ou RFLP)
(Botsteinet al, 1980) et la combinaison PCR et RFLP appelée encanalyse du polymorphisme
de fragments amplifiés » (Cleaved Amplified Polyptic Sequences ou CAPS) sont actuellement
trés utilisées dans l'identification des champightwxinogenes (Kamiyet al, 2004).

Parmi les cibles classiquement utilisées pour fiidieation, on retrouve I’ADN ribosomal
(ADNr), I'ADN mitochondrial et parfois des séquescaépétées de type microsatellites.
Actuellement, prés de 700 000 séquences d’ADNrifpres sont disponibles dans la banque de
génes « Genbank ». Pour l'identification des chgmms filamenteux, la cible prépondérante est
'ADNr (Guarro et al, 1999) qui présente plusieurs avantages. En effstagit de séquences
répétées dans le génome et retrouvées dans toumgasismes vivants. L'unité minimale se
compose de plusieurs parties, des séquences mésreées (18S, 5,8S et 28S) alternant avec des
séquences beaucoup plus variables (ETS, ITS1tetz5¢ (Figure 5).
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ETS: espaceur transcrit externe (externally trabbedr spacer). ITS: espaceur transcrit intgrne

(internally transcribed spacer). IGS: espacewrg#énique non transcrit (intergenic spacer).

Figure 5. Représentation d’'une unité d’ADN ribosomal.

L’'une des premieres applications de la PCR dansylzologie a été réalisée par Whétal,
(1990) concernant 'amplification et le séquencdgel’ ADNr fongique pour établir une relation
taxonomique et phylogénétique. Les grandes vanatggnétiques retrouvées dans les parties non
codantes des régions ITS et IGS a permis leursatiin dans les études taxonomique et
phylogénétique des champignons filamenteux (Hetrgl., 2000; Zhacet al.,2001; Mireteet al.,
2004; Vargaet al., 2004). Actuellement, les portions ITS et IGS sargément utilisés pour la
fabrication des amorces spécifiques permettantiffareinciation entre especes (Pederseral.,
1997; Zhacet al.,2001; Patincet al.,2004 et 2005; Llorenst al.,2006).

Des détails sont donnés sur le genre qui a faijdtode nos travaux, a savoispergillus

ainsi que les especes productrices d’aflatoxine&ehratoxine A.

4. GenreAspergillus

4.1. Définition

Les Aspergillusspp. sont tres répandus dans la nature et toucydatement dans le sol ou
ils contribuent a la biodégradation et le recycldge matiéres organiques (Scheidegger et Payne,
2003). lls sont par ailleurs utilisés dans plusedwmaines (agriculture, biotechnologie et santé) e
exercant des rbles bénéfigues comme la productométabolites utiles (enzymes, protéines et
acides).

En revanche, ledspergillussont capables de provoquer des dégats importastEmment
ceux liés aux contaminations des denrées alimestéfittet al.,2000). Plusieurs espéces du genre
Aspergillussont capables de coloniser de nombreux produitsgihe végétale et de produire des
mycotoxines (Scheidegger et Payne, 2003). Parrmig®toxines produites par ce genre fongique,
seules les aflatoxines, les ochratoxines et laipatuont une incidence économique et sanitairs. Ce
mycotoxines ont été identifiees la premiere foiezcA. flavus, A. ochraceust A. clavatus
respectivement (Smith et Moss, 1985). Cependantgdentes études ont montré que ces toxines
peuvent aussi étre produites par plusieurs auspéces des genrdsspergilluset Penicillium

Seule une partie de ces champignons mycotoxinogesgsprésenter un risque, car les autres n’en
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produisent que de tres faibles quantités de toxmesien elles sont rarement rencontrées dans
I'alimentation (Pitt, 2001

Etant donné son importance économique extrémelges effets utiles et nuisibles, plusieurs
ouvrages ont été consacrés au géspergillusen général et a sa taxonomie et sa phylogénie en
particulier (Samson et Pitt, 2000; Varmgfaal, 2003; Frisvad et Samson, 2004; Samesioal, 2006).

4.2. Les caracteres morphologiques d’identificatiomlu genreAspergillus

Les ouvrages intitulés «The gendispergillus» de Raper et Fennell (1965) et « Fungi and
Food Spoilage » de Pitt et Hocking (1997), constitwune référence pour I'étude des caracteres
morphologiques deAspergillus Ces champignons ont une forme caractéristiquieet couleurs
vives qui les rendent parfois aisément identifiable'identification morphologique des espéces
appartenant au genréspergillus est basée sur I'observation des caractéres magigses et
microscopigues suivants:

- L’aspect de la colonie: la couleur de la partigexdre est le critere de base qui permet de
distinguer les especes du geAspergillus L'autre aspect est la texture de la colonie cuitgtre
floconneuse, veloutée, etc.

- L’aspect et la couleur du revers de la colonie prut parfois étre caractéristique d’'une
espece.

- La production des sclérotes (amas mycéliens dus)forme, de taille et de couleur
caractéristiques.

- La vitesse de croissance du mycélium.

- La taille, 'ornementation, la couleur et la formes conidies.

- La forme et la taille des vésicules.

- La présence ou I'absence des stérigmates (métules).

- La longueur des conidiophores et leur aspect.

- La présence de la forme sexuée qui se traduitgpéorination des ascospores groupées en
huit dans des asques. Ces derniers sont dans uctdidation close: le cleistothéce. Celui-ci est

généralement entouré par de grosses cellules srelares dites « hill cells », groupées en amas.

4.3. Approche polyphasique de classification desspergillus

La taxonomie basée sur les études morphologigaeitionnelles permet d’une maniéere
générale de délimiter le taxon. Cependant, ilpaesfois difficile de différencier entre certaines
especes du genrAspergillus notamment les espéces de la méme section. C'estum la
taxonomie de ce genre est actuellement basée swuapproche polyphasique (Frisvetdal, 2004).
Ainsi, la caractérisation de certaines especes seiéee I'étude des caractéres micro et

macromorphologiques, des conditions de croissamhe®,caracteres moléculaires (séquencage du
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gene codant pour [tubuline et la région ITS-5.8S4TS2 de ’ADNTr) et du profil des métabolit

produits.

4.4. Description morphologique du genreAspergillus

Les especes de ce genre présentent un thalle rh@guortant de nombreux conidiopho
longs, érigés vers le haut, non ramifiés, quesminent par une téte sphérique appelée vésical
forme globuéuse ou claviforme. Les phialides, ou cellules dimgienes en forme de bouteille, s
formées soit, directement sur la vésicule, on paltes de téte unisériée, soit sur des cell
spécialisées appelées métules (stérigmates), ta g@téte bisére (figure 6). Les conidies et |
conidiophores sont produites en quantité tres adnmed Certaines espéce’Aspergillus ont la
capacité de former des amas mycéliens durs, appaiE®tes, qui aident le champignon a surv
dans des conditions hosslgWicklow et Shotwell, 1983). Peu d’espéeces durg Aspergillus
peuvent se reproduire sexuellement en formant sigses. Les formes sexuées sont rattachée
genres suivantsEmericella, Eurotiurr, Fennellia, NeosartoryaNeopetromyc¢, Neocarpenteles,

Petromyce®tSclerocleista

Conidies

.. Conidiesen

N :.)
0D Q 0 chaine
‘_"‘ Al
\5\ /| ;{ A Iétules
Wz ’
A A -—
5 \’,[i-’ﬁ‘ Phialides |
- o % <
Phialides f |-
VA S
Veéscules
3 . \
Comidiopheres [ |
|
|
Conidiophore |
Téte unisénée Tete bisénee

Aspergillus

Figure 6. Caracteres micromorphologiques du geAspergillus
www.thewourdreserve.com/mold/into.shtml.

4.5. Systématique des especeAspergillus

Aspergillusest un genre appartenant au phylAscomycotaOrdre desEurotiales famille
des TrichocomaceaeCe genrecomprend des especes asexuées et sexuéeformes sexuées
(téleomorphes) sont classées parmi les ascomyceteses espéces asexuées, parmi
deutéromycetes. '€tude des caracteres physiologiques et biochimnsigaesi que I'analyse d
séquences d’ADN, ont permis de classer ces espasesuées parmi les formes sext

correspondantes (Alexopoulesal, 1996).
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La classification du genréspergillus est actuellement organisée en sous genres et en
sections. La taxonomie traditionnelle du gedspergillus basée seulement sur les caractéres
phénotypiques, donne la plupart du temps et deéransatisfaisante, une délimitation des taxons.
Cependant, dans plusieurs sections, beaucoup tdimas morphologiques peuvent se produire,
engendrant parfois des confusions.

Dans I'édition de Raper et Fennell (1965) consa@aéegenreAspergillus, 132 espéces
subdivisées en 18 groupes ont été décrites. Cktssification, basée surtout sur les caractéres
culturaux et morphologiques, est encore valableitdéisée par de nombreux mycologues. Ces
groupes ont été appelés « Sections » par Gamsl. (1985). Complétant les descriptions
morphologiques (essentielles), I'analyse phylogémigles séquences de I'ADNr entreprise par
Petersonet al. (2000) a conduit & une classification aboutissantin total de 15 sections
(Aspergillus, Restricti, Cervini, Terrei, FlavipedeNigri, Circumdati, Flavi,Cremej Candidi,
Wentii, Fumigati, Clavati, Nidulantes, Versicoloréssti, Sparsi, Ornatiet «Warcupiellagroup ».
Cette classification est la plus admise par lagtuges mycologues.

Une analyse phylogénique des sections incluantesggces productrices de mycotoxines
(Circumdati Flavi, Nigri, Fumigati et Clavati) a été effectuégar comparaison des séquences
nucléotidiques du géne codant pour la prot@itebuline et poufADNr . Les résultats ont montré
gue des espéces phylogéniguement éloignées pepnahtire les mémes mycotoxines (Vamgta
al. 2003, Samsoat al, 2006). En effet, dans les conditions de laboratdes aflatoxines, 'OTA et
la patuline sont produites par des espéces appattandes sections différentes. Sur la base de ces
observations, il est permis de penser que le poywoiducteur de mycotoxines serait perdu ou
acquis plusieurs fois au cours de I'évolution.

De nombreux travaux réalisés sur le métabolismerskire des champignons ont montré que
les génes impliqgués dans la biosynthese de plgsieycotoxines sonén général organisés en
cluster (groupement des genes exprimés de facon similae}y genepeuvent étre transférés
horizontalement & d’autres especes éloigpéesettant ainsi la synthese de ces mycotoxines che
des espéces phylogéniqguement éloignBestel mécanisme peut d’ailleurs expliquer la piaitbn
tres répandue de 'OTA et de la patuline chez plusi espéces du gemspergillus(Samsoret al,
2006)

Nous donnerons ci-aprés une synthése bibliographiswr les trois sections du genre
Aspergillus (Flavi, Circumdatiet Nigri) productrices des aflatoxines et de I'OTA et qui tat

I'objet de notre travail.
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5. Aspergillus sectionFlavi

Les membres ®&spergillus section Flavi (groupe dA. flavug occupent des niches
écologiques tres diverses. Les especes de cetierspeuvent étre présentes dans la nature soit
comme des saprophytes dans le sol ou comme destpames plantes, des insectes et des animaux
(Horn et Dorner, 1998). Dans cette sectidinflavuset A. parasiticusretiennent le plus d’attention
car elles sont non seulement pathogénes pourmestplantes (arachides, mais et coton), mais elles
produisent les aflatoxines (Smith et Moss 1985)plbs, ce sont les espéces les plus fréquentes.

5.1. Description morphologique de la sectioRlavi

Les espéces non productrices d’aflatoxines tellesAq oryzae, A. sojaeet A. tamarii sont
utilisées dans les processus de fermentation (Gatisd, 1998).

Morphologiquement, Aspergillus section Flavi comprend les espéces avec des tétes
conidiennes de couleur jaune-vert a brun dont icegaproduisent des sclérotes brun foncé ou
parfois jaunes (Figure 7En se basant principalement sur la couleur des t@&eidiennes et
l'ornementation des conidies, Raper et Fennellf1L86t décrit dans le groupeA$pergillusflavus

neuf espéces et deux variétés.

5.2. Les especes de la sectibihavi et leurs mycotoxines

Dans la clé synoptique publiée en 1981 par Chigsten14 especes et 4 variétés ont été
décrites. Cette clé est basée sur I'étude destéaeaaculturaux et morphologiques, dont la couleur
des tétes conidiennes, la croissance a 37°C dirtemnsions des conidiophores, des vésicules et des
conidies (Christensen, 1981). De trées nombreusaiegtont été menées sur ce groupe (Samson et
Pitt, 2000). D’apres Samsat al. (2006), il y'a 18 espéces appartenant a la se¢tian (Tableau
10).

Ces espéces développent des couleurs allant de-jarh a brun. Seules trois especes,
Petromyces alliaceysP. albertensiset A. lanosus ont une morphologie semblable au groupe
d’A.ochraceusavec des conidies jaunes a ocres. Ces 3 espeadest @assées auparavant dans la
sectionCircumdati(groupe dA. ochraceusmais les données de la biologie moléculaire ents
leur reclassement dans la sectitavi.

Les criteres d’identification des especes de ldi@edé-lavi sont actuellement basés sur la
morphologie, le profil des mycotoxines produited’atalyse des séquences de I’ADNr (&bal,
2001; Vargeet al. 2003 ; Samsoet al, 2006). L'analyse des séquences ITS des isolaisraré
gu’'AspergillussectionFlavi forme 3 cladesA. alliaceus, A. flavust A. tamari) qui peuvent étre
distingués par la couleur des colonies et leur @siipn en ubiquinones (Rigét al, 2002;

Samsoret al, 2006).Aspergillus flavuest une espece génétiquement trées complexe €t a ét
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A: aspect macroscopiqueAspergillus flavusur milieu CYA

conidies

Phialides

Métules
{sténgmates)
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Aspéntés

B: aspect microscopique Aspergillus flavus

Figure 7. Aspects macroscopique et microscop d’Aspergillus flavu.
http://www.moldbacteria.co
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Tableau 10 Especes &spergillusde la sectiofrlavi et leurs métabolites (Frisvadal., 2004).

Aspergillus avenaceus - - - - -
Aspergillus bombycis +
Aspergillus caelatus +
Aspergillus flavus +
Aspergillus lanosus +
Aspergillus leporis +
Aspergillus minisclerotium + + + + +
Aspergillus nomius + + +

Aspergillus oryzae
Aspergillus parasiticus + + +
Aspergillus parvisclerotigenus + + +/— + +
Aspergillus pseudotamarii + +

Aspergillus sojae + - - - +
Aspergillus tamarii + - - +/— -
Aspergillus toxicarius + + + - +
Petromyces albertensis + — — - —
Petromyces alliaceus + - - - -

[ . . Aci Aci .
Espece A?Ide Aflatoxines B Aflatoxines G .Clde : Cl.d.e Ochratoxine A
kojique cyclopiazonique apergillique
Aspergillus arachidicola + + + - + -

aForme sexuée Aspergillus albertensis® Forme sexuée Aspergillus alliaceus.
+ : producteur. —:non producteur. +/—: productariable suivant les souches.
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subdivisée en deux catégories, selon les caractaoeghologique et génétique, et le profil de
production des mycotoxines.

Morphologiquement, on peut distinguer deux catégonl’isolats. La premiére catégorie
produit des sclérotes grands, de type « L » (Ladgefliamétre supérieur a 400 um. La seconde
catégorie produit de nombreux petits sclérotestyde « S » (Small), de diamétre inférieur a 400
pm (Cotty, 1989)Selon Geiseet al. (1998, 2000) e¥Vaamondeet al. (2003) A. flavusest divisé
en deux groupes non distincts morphologiquemenigrbepe | comprend les types « L » et « S »
producteur d’aflatoxine B et le groupe Il compramdquement le type « S » capable de produire
les aflatoxines B et GCes auteurs ont suggeéré que les isolats de type (groupe 1) méritent
d’étre considérés comme une nouvelle espece (Gais¢r 2000).D’aprés Hua Sui-Sheng (2002),
tous les isolats de type « S » sont aflatoxinogealess que le type « L » comprend des producteurs
et des non producteurs.

L’acide cyclopiazonique (CPA) est une toxine proelipar certaines souchesAdflavuset
par Penicillium spp., notammer®. aurantiogriseun{anciennemen®. cyclopiun), dont le CPA a
été isolé pour la premiere fois. Le CPA est un ledwmide tetramique (Figure 8) et est toxique pour
’'Homme et I'animal. En effet, il provoque des l@s$ du foie, des reins, du pancréas et du coeur
(Purchase, 1971). Les aflatoxines et le CPA peuédr®@ retrouvés dans les mémes produits
alimentaires. Ces deux mycotoxines ont d’ailleuésigolés dans les tourteaux d’arachides ayant
provoqué la « maladie X du dindon » (Doreérl.1983; Horn et Dorner 1999).

La production d’aflatoxines durant le métabolisneemdaire est sans doute le caractere le
plus important pourAspergillussectionFlavi. Aspergillus flavus, A. parasiticugt A. nomius
(Kurtzmanet al, 1987)sont les espéces productrices d’'aflatoxines les ghmmunesAspergillus
flavusproduit généralement les aflatoxines de type BB2e¢t I'acide cyclopiazonique (CPA), mais
la production de ces toxines est extrémement Vari@born et Dorner, 2002). Certaines isolats de
type « S » peuvent produire également (en plusldetB?) les aflatoxines G1 et G2 (Geistal,
2000; Cordwell et Cotty, 2002). Par contfe,parasiticuset A. nomiusproduisent les quatre types
d’aflatoxines (B1, B2, G1 et G2) mais pas le CPMote le montre le tableau 11 (Dorredral,
1984; Horret al, 1996 ; Vargaet al, 2003). Généralemem, parasiticusest fortement productrice
d’aflatoxines, et des isolats non producteurs sargs chez cette espece (Hetral, 1996; Tran-
Dinh et al, 1999). Récemment la production d’aflatoxines fpapseudotamaria été rapportée
(Goto et al, 1996; Itoet al, 2001; Changet al, 2006). Actuellement, la liste des espéces
aflatoxinogénes de la sectidrlavi comprend: A. arachidicola, A. bombycis, A. flavus, A.
minisclerotium, A. parasiticus, A. parvisclerotigsn A. nomius, A. pseudotamagtiA. toxicarius

Les autres especes productrices d'aflatoxine B4séka a I'extérieur de la sectiGhavi sont: A.
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Figure 8Structure chimique de 'acide cyclopiazonique ALP

Tableau 11 Production d’aflatoxines B et G, d’acide cyclgmaique et d’acide kojique
par les principales especedésdpergillussectionFlavi (Vargaet al., 2003).

Aflatoxines Acide Acide

Espéce
B G cyclopiazonique kojique

A. flavusgroupe | + - + +
A. flavusgroupe |l + * + +
A. oryzae - - + +
A. parasiticus + + - +
A. sojae - - - +
A. nomius + + — +
A. bombycis + + - +
A. tamarii - - + +
A. caelatus - - — +
A. pseudotamarii + - + +

+ : producteur.—: non producteur * : production variable selon les souches.
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ochraceoroseus, A. rambel({Aspergillus section Ochraceorosgi Emericella astellata et E.
venezuelensi@spergillussectionNidulante$ (Frisvadet al, 2005).

La stérigmatocystine, toxine intermédiaire dansdée de biosynthése de l'aflatoxine, est
synthétisée comme métabolite par plusieurs espBéapergillusde sections difféerentes et méme
par d’autres genres fongiques (Bareesl, 1994). Il est donc vraisemblable que I'aflatoxpeut
étre produite par d’autres especegpergillus. A. nomiysmorphologiqguement trés procheAd’
flavus produit les aflatoxines B et G et est fréquersiesde sol et parasite les insectes (Kurtzetan
al., 1987; Petersoat al, 2001).A. pseudotamaria été isolée au Japon, au Brésil @tal, 2001),
dans les sols des foréts d’Afrique (Kliehal, 2000) et tout récemment dans les sols de Thailand
(Ehrlich et al, 2007) A la différence dA. flavus et d’ A. parasiticus les autres espéeces
aflatoxinogénes n’ont pas d’impact majeur en agmaitaire.

6. Aspergillus SectionCircumdati

Historiquement AspergillussectionCircumdati (groupe dAspergillusochraceuy inclue les
especes a tétes conidiennes bisériées a coulewer gwcre. Ce groupe est particulierement bien
connu pour sa production de l'ochratoxine A (Varmr téerwe et al. 1965). Les especes
d’Aspergillus sectionCircumdatipossedent des conidies de couleur jaunes a ecdes sclérotes
de couleur brun clair a brun foncé, et produisent moins un des métabolites suivants:
ochratoxines, acide pénicilliqgue, xanthomegninesnaliéine (Samsoast al, 2006). L'espéce type
de la sectior€ircumdatiestAspergillus ochraceus.

6.1. Description morphologique de I'espécA. ochraceus

Sur milieu Malt Extract Agar (MEA), la colonie ed¢ texture granuleuse et de couleur ocre a
chamois claire. Le revers est brun clair (Cahageieal., 1998). Sur milieu Czapek Yeast extract
Agar (CYA), le diamétre de la colonie est de 4@arbn aprés 7 jours d'incubation a 25°C. Le stipe
est rugueux et pigmenté, de 400 a 1080 de long. Les vésicules sont sphériques a légéteme
allongées portant des métules (bisériée), de drandet20 a 3m. Les conidies sont globuleuses,
lisses ou faiblement échinulées de 2,5 a 3,5 undiametre (Figure 9) (Pitt et Hocking, 1997;
Cahagnierl998). Les especes de cette section sont rencersné®ut dans le café, mais aussi dans
le riz (Miyaki et al, 1969; Uchiyamaet al, 1976), le blé et le mais a des teneurs relatimeme
faibles (Wallace et Sinha, 1962).

6.2. Les especes de la secti@ircumdati
Sur la base de la production de métabolites eddeencage partiel du gene codant pog la

tubuline, 19 especes ont été distinguées (Samtsalny 2006). Ces espéeces ne sont pas
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Figure 9 Aspects macroscopique et microscop d’Aspergillus ochracel
wivw.univbrest.fr/.../Myco/fiches/aspeochra.h.).

57



différenciables par les caracteres macro et micrphaogiques. Les especes de la section
Circumdati et leurs différents métabolites sont présentés tatableau 12. Parmi les 19 espéces,
11 produisent la melléine, 17, l'acide pénicilliqe¢ 17, les xanthomégnines. Sept especes
produisent d’'une maniere constante de grandes itpgaadfOTA: A. cretensis, A. flocculosus, A.
pseudoelegans, A. roseoglobulosus, A. sulphufeusesterdijkiaeet Neopetromyces muricatus
(anamorphe =Aspergillus muricatus Les espéce#é. ochraceuset A. sclerotiorumproduisent
inconstamment des quantités plus ou moins faibl@3A. Par ailleurs, 4 espéces, melleus, A.
ostianus, A. petrakiet A. persii,ont été signalées dans la bibliographie comme mtodas d’'une
maniere irréguliere de faibles quantités d’'OTA. fdut signaler quePetromyces alliaceus
(anamorphe Aspergillus alliaceuset Petromyces albertens{gnamorphe #A. albertensiy deux
especes fortement ochratoxinogenes, sont actugitertesssées dans la sectiéavi.

Les especes les plus importantes concernant laugtiod potentielle de I'OTA dans les
denrées alimentaires sot: ochraceusA. steynii, A. westerdijkiagoour la sectiorCircumdatiet
A. alliaceugPetromyces alliace(glans la sectioRrlavi (Frisvadet al, 2004; Suarez-Quirozt al,

2004) et quelques especes de la sedigni.
7. Aspergillus sectionNigri

Parmi les champignons filamenteufspergillussectionNigri est un groupe qui joue un role
trés important en bioindustrie (Campbell-Platt @bk, 1989). Plusieurs souches de cette section
sont utilisées dans lindustrie des fermentatiomarpla production d'acides et d’enzymes
d’hydrolyse.A. awamoriet A. niger sont utilisées pour la production d’enzymes exitataires
(amylases et lipases) et d’acides organiques (axidgque et gluconique), utilisés comme additifs
alimentaires.

Cependant, la production de I'OTA par les aspergibirs dontA. nigeret A. carbonarius
n'est pas sans importance, car ce groupe de chaomsgest trés répandu dans les aliments. En
effet, parmi les champignons rencontrés dans les denrémasndhires A. niger est le plus répandu
dans les climats chauds, que ce soit au champ rauntdie stockageA. niger est isolé couramment
des arachides, noix de pécan, pistaches, noisettés, noix de coco et coprah. Cette espéce est
egalement rencontrée dans les céréales et leegraidagineuses notamment le mais, le blé, le riz

stocké et échaudé, l'orge, le soja, le sorghosethéeicots secs (Pitt et Hocking, 1997).

7.1. Description morphologique de la sectioNigri
Les Aspergillusnoirs, définis « groupe’Al. niger », présentent des colonies foncées, souvent

noires, et des conidiophores unisériés ou bis@rigsire 10). lls ont été isolés dans une grande
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Tableau 12 Especes #&spergillussectionCircumdatiet leurs métabolites (Frisvadal., 2004).

Espéce Ochratoxine A Acide Xanthomégnines Melléine
pénicillique
Aspergillus auricomus - + + +
Aspergillus bridgeri - + + —
Aspergillus cretensis + + - +
Aspergillus elegans — - + -
Aspergillus flocculosus + + + +
Aspergillus insulicola - + + +
Aspergillus melleus - + + +
Aspergillus neobridgeri — + + -
Aspergillus ochraceus +/— + + +
Aspergillus ostianus - + + +
Aspergillus persii — + + -
Aspergillus petrakii - + + b
Aspergillus pseudoelegans + + - +
Aspergillus roseoglobulosus + + + -
Aspergillus sclerotiorum +/— + + —
Aspergillus steynii + — + +
Aspergillus sulphureus + + + -
Aspergillus westerdijkiae + + + +
Aspergillus muricatus + + + -
+ : producteur.  —:non producteur. +/—:duction variable suivant les souches.
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A: aspect macroscopiqueAspergillussectionNigri sur milieu CYA.
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a: téte unisériée. téte conidie (a.1) et conidies ( a.2) A! japonicus var. aculeattA-969,
UAB Mycology groug

b: téte bisériéd\. carbonariu A-1157, UAB Mycology group, téte condienne (b.1)@tidies
(b.2); Aspergillus nigeaggregate -219, UAB Mycology group, téte conidienne (b.3
conidies (b.4).

Figure 10 Aspects macroscopique et microscop d’AspergillussectionNigri
(Abarcaet al, 2004).
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variété de produits de par le monde et sont corssdéomme des champignons ubiquitaires

responsables de la dégradation des aliments atlledégradation d'autres matériaux.

7.2. Les especes de la sectibingri et leurs pouvoir producteur d’ochratoxine A

Raper et Fennell (1965) a retenu 12 especes dagreaepe. Depuis, de nombreuses études se
sont enchainées sur la taxonomie de ce groupeusiepts changements ont été apportées sur la
taxonomie des especes. Les dernieres études digtdiainnée 2004 et 2006 (Abareaal, 2004;
Samsoret al, 2004 ; Samsoet al, 2006). Abarcat al. (2004), a distingué la sectidwigri en
deux grands groupes:

- Le groupe formant les especes unisériées

Il est représenté pahspergillus japonicuset A. aculeatus.Raper et Fennell (1965) ont
considéré ces 2 taxons comme 2 espeéeces disti@apendant, Al-Musallam (1980) a considAré
aculeatudizuka comme une variété Al japonicuset I'a nomméA. japonicusvar. aculeatus Cette
derniere se distingue A japonicusvar. japonicus Saito par ses vésicules larges (> 45 um de
diamétre) avec une prédominance de conidies eiltipkes. NbanmoinsA. japonicusvar. japonicus
peut parfois avoir des conidies ellipsoidales. &ittlocking (1997) considérent du’japonicuset
A. aculeatusprésentent des différences assez importantes du @ge vue morphologique et
production de métabolites pour ne pas les considé&mme deux especes différentes. Les études
basées sur la RFLP ont pu montrer des différenoge ées 2 taxons (Penicovaet al, 2000).
Cependant le séquencage de la région ITS1-5,82 tlES’ADNr n’a pas abouti a différencié.
japonicusde A. aculeatus il a juste permis de séparer les unisériees defrides (2 clades
distincts).

- Le groupe formant les especes bisériées

Il renferme A. carbonariuset A. niger « aggregate »A. carbonariuspeut facilement étre
distinguée des autres especes par la taille deosedies qui est supérieure audh de diametreA.
niger «aggregate » forme un groupe d’espéces extrémendifficile a différencier
morphologiquement. De nombreux travaux sur les ataras morphologique, biochimique et
moléculaire ont tenté de distinguer entre les espde ce groupe.

Sur la base de l'étude des caracteres phénotypidaesroduction de métabolites et le
séquencage du gene de3ttubuline, 15 espéeces sont actuellement acceptéespirement dans la
sectionNigri (Samsoret al, 2006):

- Deux espéces unisériéds:japonicusetA. aculeatus

- Treize especes bisériées dant carbonariuset 12 espéces A! niger « aggregate » A.
brasilensis A. costaricaensisA. ellipticus A. foetidus A. heteromorphysA. homomorphuysA.
lacticoffeatus A. niger, A. piperis A. sclerotioniger A. tubingensiset A. vadensisParmi les 15
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espeéces de la sectioNigri,, quatre sont ochratoxinogéne#&. carbonarius A. niger A.

lacticoffeatuset A. sclerotioniger

lll. Les aflatoxines
1. Origine et propriétés physico-chimiques

Les études conduites sur la matiére premiéere qait &€ a l'origine de la « maladie X du
dindon » en Angleterre, aboutirent a I'isolementalenoisissure responsabkespergillus flavuset
a la caractérisation des aflatoxines (Sargearal., 1961). A I'état actuel on connait, du point de
vue structure, au moins 16 aflatoxines (Cole et,CI881) dont les principales sont I'AFB1,
'AFB2, 'AFG1, 'AFG2 et 'AFM1 (Figure 11). Ellessont produites principalement par les
especes du genwsspergillusdont, A. flavus, A. parasiticus, A. nomiaes A. pseudotamatriiLes
guatre principales aflatoxines détectées dans ftedufis végétaux contaminés sont I'AFB1,
'AFB2, 'AFG1l et 'AFG2. L'AFB1 est partiellemenmétabolisée en un dérivé hydroxylé,
communément appelé "Milk Aflatoxin 1" ou aflatoxiMel (AFM1), lors de I'ingestion de produits
contaminés. Les aflatoxines posent un risque pawahté humaine et animale (Park et Liang,
1993). Le Centre international de la recherchdesgancer a classé l'aflatoxine B1 dans le groupe
1 (cancérogene humain) et 'TAFM1 dans le groupe(@hcéerogene humain probable) (C.I.R.C ,
1993).

Les aflatoxines sont caractérisées au niveau miaiéewpar des structures de coumarines
bifuraniques auxquelles sont accolées des pentar{@fiatoxine B) ou des lactones hexatomiques
(Aflatoxine G). Toutes les aflatoxines se rattach@&r'un de ces deux types de structure et ne
different entre elles que par la position de divadicaux sur les noyaux. Les aflatoxines sont des
molécules de faible poids moléculaire (312 a 33@ad), trés peu solubles dans I'eau (10-20
mg/litre), insolubles dans les solvants non potaieé trés solubles dans les solvants organiques
moyennement polaires a polaires (chloroforme ether&l). La fluorescence intense des
aflatoxines, une fois exposées a des longueursdd®f = 365 nm) de la lumiere ultra-violette
(U.V.), a pour avantage de détecter ces composies aniveaux extrémement bas (de I'ordre du
nanogramme). L’aflatoxine de type B (AFB = AF «db) donne une fluorescence bleue et
I'aflatoxine de type G (AFG = AF « Green »), dorunge fluorescence verte. L’AFM1 donne une
fluorescence bleu-mauve. Cette fluorescence folarbase pour pratiguement toutes les méthodes
physico-chimiques de leur détection et leur quinatifon. Les propriétés physico-chimiques des

principales aflatoxines sont résumées dans leaall8.
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Figure 11 Structures chimiques des aoxines B1, B2, G1, G2, M1 et MD(ttonet al, 1985).

Tableau 13 Propriétés physicohimiques des principales aflatoxir(Duttonet al, 1985).

Aflatoxine Formule Masse Point Absorption maximale a la lumiere UV
brute molaire  de fusio dans le méthano
Coefficient d’extinction molaire
a 265 nm a 360— 362 nm
Bl Cy7H1,05 312,: 268- 269 12 400 21 800
B2 C17H1406 314.: 286— 289 12 100 24 000
G1l Ci17H1207 328, 244— 246 9 600 17 700
G2 C/H1407 330, 237- 240 8 200 17 100
M1 C17H1207 328 3 299 14 150 21 250 (357 nm)
M2 Ci17H1407 33C 293 12 100 (264 nm) 22 900 (357 nm)
Aflatoxicol Ci7H1404 314 230- 234 10 800 (261 nm) 14 100 (325 nm)
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2. Contamination en aflatoxines des denrées alimaaites

La présence des aflatoxines dans l'alimentation dinen et animale est le résultat d’'une
contamination par des espéces fongiques aflatogimes) Le taux et le degré de contamination
dépendent étroitement de la température, de I'hiténidt des conditions de stockage. Les
aflatoxines sont couramment rencontrées sur ld¢aresl dans les champs avant la récolte dans les
pays chauds et humides. La contamination apréclate et/ou pendant le stockage est également
possible, si le séchage des cultures est retali@g. ddntaminent surtout les arachides, les pissch
les amandes, mais aussi les graines de cotontetidesol, ainsi que certaines céréales (mais, blé,
sorgho) et leurs produits dérivés. Les aflatoxipegvent également étre retrouvées dans les épices
(piment rouge, poivre), les fruits secs et le tayargaset al, 2001).

L’aflatoxine M1, dérivé de L’AFB1, peut étre retnae dans le lait et ses dérivés issus
d’animaux consommant des aliments contaminés p&B1. L’accumulation des aflatoxines dans

les viandes et les produits de charcuteries seéttdepeu probable (Pfhol-Leszkowicz, 1999b).
3. Facteurs influencant la teneur en aflatoxines de les denrées alimentaires

Aspergillus flavupeut produire les aflatoxines B1 et B2, alors guparasiticuset A. nomius
produisent les 4 aflatoxines (B1, B2, G1 et GR)flavusest le principal agent de contamination du
mais et des graines de coton, tandig\qparasiticusest présent surtout dans les graines d’arachide.
Les conditions les plus favorables pour le dévetopgnt dA. flavuset la production d’aflatoxines

sont:

- une activité de I'eau supérieure a 0,83;

- une température comprise entre 25 et 40 °C;

- la présence d'oxygéne;

- le développement du champignon sur des plantessstes;

- la présence d’insectes et de graines abimeées;

- le stockage en milieu chaud et humide;

- le développement du champignon dans les tunnedéaleage des pates alimentaires.

La prolifération fongique et la production d'afleitees peuvent avoir lieu au champ et au
cours du stockage. Au champ, les insectes attadaentrface des grains facilitant ainsi I'acces de
la moisissure aux structures internes qui contiehles nutriments. Un tel scénario ne concerne pas
seulement les zones tropicales et les culturesachi@ie mais aussi les zones tempérées lors de
saisons exceptionnellement chaudes mais de plptisriréquentes pour certaines cultures comme
le coton ou le mais et les ensilages de mais. flatbxnes sont peu sensibles aux traitements
thermiques (stérilisation, pasteurisation, cong@mtou de séchage (déshydratation, lyophilisation)
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4. Toxicité

Les aflatoxines comptent parmi les substances elsrayant un potentiel cancérogene et
mutagene le plus élevé. L'AFB1 est considérée corataet le plus puissant cancérogene naturel
connu pour 'homme (C.I.R.C , 2002). Les aflatosimmit également des propriétés hépatotoxiques,
tératogenes et immunotoxiques tres marquées queténnises en évidence dans les études sur les
animaux. La consommation de fourrage contaminélgsmanimaux peut également entrainer des
symptébmes d'immunosuppressions, des hémorragiesréduction du poids et le cancer du foie
(Miller et Wilson, 1994 ; Wogan, 2000). Chez I'hommles risques liés a la consommation
d’aflatoxine ont été bien étudiée, et le C.I.R.Cclassé I'aflatoxine comme agent cancérigéne du
foie (Wogan, 2000). Les études épidémiologiquediséss dans le monde ont montré que les
risques liés au développement du cancer du foie 3@riois plus élevés chez les individus ayant
des antécédents d’hépatites B (Henry et Bosch,)2@¥tte situation est souvent rencontrée dans
les pays en voie de développement, pour lesqueiseliste pas de législation régulant les
concentrations d'aflatoxines dans I'alimentationdans lesquels la vaccination contre I'hépatite B

n'est pas appliquée de fagcon systématique pouraikzns économiques et/ou politiques.

Bien que la toxicité aigué des aflatoxines soitemaent observée chez I'homme, des
épidémies suite a l'ingestion d’aliments fortemeahtaminés ont été rapportées récemment dans
les pays d’Afrique, en Inde et en Malaisie. La d&nenépidémie d’intoxication par des aflatoxines a
eu lieu en 2004 au Kenya et a été attribuée adstign de mais tres contaminé (CDC, 2004). Chez
les animaux, l'intoxication aigué par les aflatesnpeut se manifester par un malaise, une perte de
I'appétit puis un ralentissement du gain de poigsjctere, une ascite et le décés (Wogan, 2000).
L’exposition alimentaire aux doses massives d'aelmtes peut, dans certains cas, provoquer une
aflatoxicose aigué, dont le tableau clinique resderma celui d’'une hépatite aigué avec des
vomissements, des douleurs abdominales, licténépatomégalie, des cedémes et dans certains

cas, le déces.

Concernant la toxicité chronique, des études épmlégiques ont clairement établi
limplication de 'AFB1 dans I'étiologie du cancg@rimaire du foie chez 'lhomme. Les relations
admises entre l'incidence de cancers primitifs @ie thez 'homme, observés dans certains pays
tropicaux, et I'exposition a I'aflatoxine B1, suigela contamination alimentaire, ont conduit les
experts du C.I.LR.C a classer les aflatoxines (ng&la naturels des quatre aflatoxines) dans le
groupe 1 des agents cancérogenes pour I'hommepasition chroniqgue aux aflatoxines est
responsable du cancer chez diverses especes asimaleffet, TAFB1, mais également le mélange
des quatre aflatoxines (B1, B2, G1 et G2) induisksttumeurs hépatiques chez le canard, la truite,

le saumon et le singe. Des tumeurs de reins, dedicule biliaire, du pancréas et de la vessie
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peuvent également avoir lieu, ainsi que des leuegIfi.F.S.S.A, 2006). La fréquence des tumeurs
rénales et de 'adénome du colon est augmentéasedecdéficience en vitamine A. D’apres Pfhol-
Leszkowicz et Castegnaro (2002), 'AFB1 est un passant cancérogene hépatique, alors que
FAFG1 induit plutét des tumeurs rénales. L’appant de ce type de tumeurs parait liée non
seulement a I'ingestion de produits tres contaminméss aussi a la sous alimentation, aux carences
vitaminiques et protéiques, ainsi qu'a I'hépatite fEequentes dans les populations concernées.
L’ordre de toxicité des aflatoxines est AFB1>AFGEBR>AFG2. L'aflatoxine M1, le métabolite

de 'AFB1, est 10 fois moins toxique que 'AFB1 @hagaret al. 2002).

5. Mécanismes d’action et métabolisme

Dans les modéles animaux, l'effet cancérogene etagene de I'AFB1l est di a sa
biotransformation (ou bioactivation) dans l'organes par lintervention des cytochromes P450
hépatiques. Suite a une oxydation microsomiale sonsrle des cytochromes P450 hépatiques,
I'AFB1 est transformée dans I'organisme en métad®ldivers, dont un dérivé époxyde (AFB1-8,9-
époxyde). Il existe deux isoméres d’AFB1-8,9-épaxyigure 12). L’'exo-époxyde est le principal
meétabolite responsable des adduits a 'ADN, I'eegoxyde est beaucoup moins toxique. L'AFB1-

8,9-époxyde est un métabolite responsable de t’effiecérogene et mutagéne de 'AFBL1.

Plusieurs mécanismes moléculaires contribuent Agergp le risque élevé de développement
de carcinome hépatocellulaire lors de I'exposigonultanée au virus de I'hépatite B (VHB) et aux
aflatoxines. L’infection par le VHB peut augmenkemeétabolisme des aflatoxines; chez la souris,
des lésions du foie sont associées a I'expressigmantée des enzymes du cytochrome P450;
l'activité de la glutathion-S-transférase est réel@n cas d’infection par le VHB (C.I.R.C , 2002).
Certains scientifiques considérent que chez I'homiee aflatoxines n’agiraient pas comme
cancérogene primaire, mais plutbt comme suppresgesirréactions immunitaires a médiation
cellulaire favorisant le nombre de porteurs de VHPRrmi d’autres multiples effets néfastes des

aflatoxines, on retrouve un découplage de la phoytdtion oxydative dans les mitochondries.

IV. L’ ochratoxine A
1. Origine, structure et propriétés physico-chimiqes

L'ochratoxine A (OTA) est une mycotoxine produiia plusieurs especes de champignons
des genreéspergilluset Penicillium se développant en particulier sur les denrées ataires au
cours de leur stockage. L'OTA a été isolée poupramiére fois en 1965 a partir d'un isolat
d’Aspergillus ochraceugvan der Merweet al, 1965). La formule brute de I'ochratoxine A est
C20H18CINOg. Elle est constituée d’'une molécule de 3-méthytdro-8-hydroxy-3,4 dihydro-
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Figure 12 Voies debiotransformation de I'aflatoxine; (Bammleret al, 2000).

67



isocoumarine liée par une liaison peptidique, areanl de son groupement carboxyle en C7, au
groupement amine de la fi-phénylalanine. La structure chimique générale agwatoxines et

celle de I'ochratoxine A sont illustrées dans tpufie 13. Le groupe isocoumarine dans la molécule
d’OTA est un squelette de pentakétide formé a mpdriticétate et de malonate par le biais du
meétabolisme des polycétones. La portion hétéraqyeliest structurellement liée a la melléine, un
métabolite fongique assez répandu. L'atome de ehdst incorporé dans le pentacétone par I'action
d'une chloropeptidase. La L-phénylalanine providntmétabolisme de I'acide shikimique et est

liee a la structure générale a travers le groupeoshboxyle (Moss, 1996).

L’OTA de masse moléculaire de 403,8 g/mol est cideaorganique faible ayant un pKa de
7,1. A pH acide ou neutre, elle est soluble dasst@dvants organiques polaires et tres peu soluble
dans l'eau. A pH alcalin, elle devient soluble tabke en solution aqueuse. L'OTA posséde un
maximum d’absorption a 333 nm avec un coefficiéakxiihction molaire §) de 5500 /mol/cm dans
le méthanol. Son spectre d’absorption U.V. variecale pH et la polarité du solvant. En raison de
sa structure, I'OTA se réveéle stable et résisteemgdament aux procédés de transformations
industrielles. Il existe d’autres formes d’ochratees comme I'ochratoxine (B, G,etp). Bien que
les ochratoxines A, B, et C aient des structures proches entre elles, leur potentiel toxique

respectif est difféerent. L'OTA étant a la foiglas toxique et la plus répandue.
2. Contamination des denrées alimentaires en OTA

L’ochratoxine A est détectée dans pratiquementewls céréales (mais, blé, sorgho, riz,
seigle, orge et avoine) et a été retrouvée danmodebreuses autres denrées (graines de soja,
haricots, grains de café vert, produits cacaotés, jus de raisins, raisins secs, biere, épices et
herbes) (Pittet, 2001). L'homme peut donc s’expasdfOTA via la chaine alimentaire en
consommant des produits contaminés. Selon le reperd international effectué par le comité
mixte d’experts F.A.O/O0.M.S (J.E .C.F.A), la majérdes données de contamination actuellement
disponibles proviennent de 'Europe (85%). Le tahlé4, présente une synthese des données sur la
contamination des différents produits par 'OTA (Milia et Brera, 2002). On ne dispose
actuellement pas de données de contamination pmis ks pays qui sont potentiellement
concernés au vu de leurs conditions climatiguededes régimes alimentaires et/ou de pratiques

agricoles particulieres.

On constate d’apres les données du tableau 14aaquoatamination des aliments par 'OTA
est relativement ubiquitaire et courante et quérdguence et les niveaux de contamination sont
variables. D’apres SCOOP Task 3.2.7, European (200 A a été détectée dans 55 % des
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Figure 13 Structure chimique générale des ochratoxined'dajratoxine A (b).
I'ochratoxinea (c) et 'ochratoxings (d) (Marquardt et Frohlich, 199z
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Tableau 14 Données concernant la fréquence et le taux deucmmation en OTA de divers

aliments (Miraglia et Brera, 2002).

Produits llNombre ,,Nomb.re I?rourcer.ltage Ochratoxine A (ug/kg)

alimentaires d echantllllons d echar.1t.|IIons d echarlfFlllons Movennd  Movenne®
analysés positifs positifs y y

Ble 979 273 28 0,269 0,700
Mais 267 35 13 0,165 0,719
Avoine 164 49 30 0,192 0,465
Sorgho 34 24 70 0,136 0,120
Seigle 444 236 53 0,597 1,095
Orge 142 34 24 0,301 1,061
Riz 63 4 6 0,217 0,725
Café vert 1704 620 36 1,620 3,641
Café torrefie 1184 549 46 0,724 1,092
Cacao et
dérivés 547 445 81 0,236 0,277
Fruits secs 800 582 73 2,298 3,078
Viande 1860 328 18 0,198 0,830
Epices 361 188 52 1,150 5,061
Biére 496 192 39 0,028 0,032
Vin 1470 872 59 0,357 0,591
Autres 4927 2472 50 0,197 0,551

®Sur la totalité des échantillons.

®Sur les échantillons positifs.
“Beurre, haricots secs, jus de raisin, huile d'glate.
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échantillons de céréales et dans 28% des échastile blé analysés. Ainsi, les céréales constituent
la source principale de la consommation d'OTA. dtede réalisée en France par Vergeal.
(1999) a montré que les trois quarts de 'OTA iggépar 'homme a pour origine le blé. Ceci est
attribué au fait que le blé est a la base de lalitation humaine et qu’il est frequemment
contaminé par I'OTA. Dans certaines conditions eliigues, la présence d'OTA sur les grains de
céréales est attribuée a une forte humidité larstdckage. Pendant la durée du stockage dans les
silos, le taux d’humidité et la température dujtmtent un réle primordial dans la production de

cette toxine.

En outre, grace a sa structure chimique, I'OTA @nés une grande stabilité et n’est
dégradée que partiellement au cours des procédésadsformation des aliments (cuisson,
fermentation, torréfaction, etc.). C'est pourquelie est retrouvée dans les produits dérivés de
matieres premieres contaminées ainsi que dansuaei(Jorgensen, 1998; Vergtral.,1999) ou
le lait obtenus a partir d’animaux ayant recu uimaentation contaminée. L'OTA est retrouvée tout
au long de la chaine de transformation des céréaliesick, 1996). En effet, plusieurs travaux ont
rapporté la présence de 'OTA dans produits dérnikeblé contaminé. Une analyse des céréales du
petit-déjeuner a mis en évidence la présence d'@aks 69% des échantillons testés, dont 20%
avait un taux supérieur a la norme en vigueur (Mélet al, 2005). L'OTA a également été
retrouvée dans les aliments pour bébés a baserélala® dans les biscuits, le pain ou les pates
alimentaires (Araguast al, 2005). Il convient cependant de noter que la vespiratoire est depuis
peu envisagée comme voie possible d’exposition t&mgntaire en zone agricole (Richatdal.

1999; Skaugpt al.2001) et en milieu professionnel (lavicetial, 2002).
3. Méthodes d’analyse de I'ochratoxine A

3.1. Chromatographie sur Couche Mince (CCM)

L'utilisation de la CCM permet une détection maasement une quantification de I'OTA.
Plusieurs protocoles ont ainsi été développés 'paDJA.C (1995) (Official Methods 973.37 et
975.38), notamment pour la recherche de 'OTA. EeapLinet al. (1998), les parametres de CCM
idéaux pour la détection de 'OTA sont les suivants

- type de couche mince: gel de silice (silica gel);

- solvant de séparation: toluéne/éthyle acétatefdaimirmique a 90 % (5:4:1, viviv);

- systeme de détection: lampe U.V. (365 nm ou 254 nm)

- méthode de quantification densité fluorimétriqugsd nm.
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3.2. HPLC (high performance liquid chromatography)

L'HPLC est une méthode de choix pour l'analyse denbreuses mycotoxines pour ses
performances en termes de vitesse, automation étispm. Le systeme HPLC pour 'OTA
nécessite l'utilisation d’une colonne analytiquetglge C-18, 5um et d’'une phase mobile composée
d’acétonitrile/eau/acide acétique (99:99:2, v/ivhiglivrée a un débit de 1mL/min. L’acidification
de la phase mobile permet d’éviter I'élution deTDavec le front du solvant. La détection par
fluorescence est possible directement, sans dénmvake fluorimétre est réglé aux longueurs
d’'ondes d’excitation et d’émissionc.e= 330 nm etkey,, = 460 nm (Bragulaet al, 2001). Le
systeme HPLC associé a un détecteur a fluorescehéeun détecteur U.V. ( a barrettes de diode)
est considéré comme la meilleure méthode d’analgsBOTA (Rizzoet al, 2002, Samsoet al.
2006).

3.3. Méthodes immuno-enzymatiques (EIA) (Enzyme-Imomo Assay)

Il s’agit d’'une technique de détection rapide baseée la mise en place d'une réaction
antigéne-anticorps. L'antigene est ici 'OTA a dose I'anticorps est une immunoglobuline anti-
OTA produite par réaction immunitaire chez un aninhia plus répandue de ces méthodes est
'ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay). Eleffectue souvent sur plaque de
microtitration de 96 puits qui, avec I'établissemefune gamme étalon, représente le dosage
quantitatif d’origine immunologique le plus utiligglonaci et Palmisano, 2004).

Les colonnes d'immunoaffinité sont utilisées démgsadre d’'une purification préalable de
I'échantillon avant le dosage quantitatif par HPL@nmunopurification consiste en la purification
d’aflatoxines ou d’ochratoxines a partir d'un extrd’échantillon par passage sur une colonne
d'immunoaffinité qui contient un support garni di@orps dirigés spécifiquement contre ces
mycotoxines (Wilson, 1999). Il existe sur le mard&s colonnes d'immunoaffinité spécifique de
'OTA et des aflatoxines. Dans tous les cas, iliegiératif de se conformer aux prescriptions des

fournisseurs de colonnes.

Il convient de signaler que I'extraction et la figation sur colonne d’immunoaffinité (IAC)
sans acidification, conduit a une sous-estimat®faccontamination par I'OTA. En effet, une partie
de I'OTA est transformée lors de I'extraction en-OPA (forme ouverte) n’est pas retenue sur la
colonne d'IAC (Canadas 2006; Castegnetral.,2006).

3.4. Méthodes de confirmation
La confirmation de la présence de 'OTA peut ééaisée de deux maniéres:
- confirmation par la formation du méthyl-ester dechiratoxine A (Lerch et Muller, 1990).

La technique consiste évaporer I'extrait méthanaide I'échantillon et de reprendre le résidu dans
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1 ml d’'une solution méthanolique de trifluorure lure a 14%. Le flacon bouché est maintenu au
bain-marie & 60°C pendant 15 min. La concentrat¢isinensuite calculée par comparaison a une
courbe standard.

- confirmation par action de la carboxypeptidasel'sehratoxine A: I'extrait méthanolique
d’'un échantillon est repris apres évaporation parnd d’'une solution de Tris-HCI/NaCl 0,04 M,
pH 7,5 et additionné de 10 de la solution de carboxypeptidase. Apres indobad 37°C pendant
2 h, on obtient de la phénylalanine et de I'ochwat® a (OTa) qui donne un pic a un temps de

rétention faible.
4. Toxicité et évaluation du risque lié a TOTA

La présence d’OTA dans les aliments représenteangat pour la santé humaine et animale.
Initialement incriminée dans la survenue de népditftups en élevage porcin (Krogh al, 1976),
'OTA présente des effets néphrotoxiques chez toues especes de mammiferes testées
expérimentalement (O.M.S, 2002). Cette mycotoxig¢earapportée néphrotoxique, hépatotoxique,
tératogene et immunosuppressive chez I'homme.a&flig classée en 1993 par le C.I.LR.C comme
"potentiellement cancérogene pour I'hnomme" (groRBg Chez les animaux, elle est clairement
cancérogene au hiveau du rein (Faucet-Marquis,)20@5méecanisme par lequel cette toxine induit
des cancers n’est pas totalement élucidé. L'imptnoaétiologique de 'OTA dans la Néphropathie
Endémique des Balkans (NEB) a été évoquée dés (9dgh et al,1976; Petrova-Bocharowet
al., 1988) et étudiée par diverses équipes de reche@dtte affection semble étre multi-factorielle
(Toncheveet al. 1998) et le rGle de 'OTA reste encore incert&fofl-Leszkowiczt al. 2002b).

D’aprés les études réalisées en Algérie (Khaketl, 1993), en Tunisie (Eko-Ebongue,
1994; Maaroufi efal., 1995a,b), en Egypte (Wakt al, 1998) et au Maroc (Filakt al2002),
'OTA serait responsable des néphropathies integiis chroniques. Cette toxine a été aussi
détectée dans des échantillons de sang humainwdtdod en bonne santé de divers pays du monde
(Keeper-Goodman et Scott, 1989; Thuvandealgt2001). La présence par ordre décroissant des
groupements carboxyle (de la phénylalanine), chleneC5) et hydroxyle (en C8) favoriseraient la
toxicité in vitro et in vivo de I'OTA (Xiao et al, 1996 a,b). Selon ces derniers le groupement
phénylalanine permet a I'OTA d’atteindre les cibbedulaires, ce qui explique d'ailleurs le peu de
toxicité de I'OTo.
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PARTIE Il : MATERIEL ET METHODES

|. Matériel
1. Blé et dérivés

Dans cette étude nous avons utilisé des variédédéddur Triticum durun) et de blé tendre
(Triticum aestivunet leurs produits transformés (farine, semoulsoet de blé). Selon les cas, les
échantillons de blé ont été récoltés au champ, genig stockage dans les silos au niveau des
coopératives des céréales et des légumes secs J@&Eldains des unités de transformation des

céréales (meunerie et semoulerie).
2. Milieux de culture

Les milieux de cultures utilisés pour les isolerseat I'identification morphologique des
principaux genres et espéeces fongiques ainsi que lpoproduction des aflatoxines et de I'OTA
sont les suivants:

* Milieu PDA (Potato, Dextrose, Agar) (Raper et Falhrl965).

* Milieu MEA (Malt Extract, Agar) (Pitt et Hocking,997).

» Milieu DRBC (Dichloran, Rose Bengal, Chloramphé@hi¢King et al,, 1979).

* Milieu CYA (Czapek, Yeast, Agar) (Pitt et Hockint97).

* Milieu Czapek agar (Pitt et Hocking, 1997)

* Milieu CAM (Coconut Agar Medium) (Daviet al, 1987).

» Milieu extrait de blé (Ramaost al, 1998).

La composition chimique de ces milieux est donméarsmexe |.
3. Souches de références

Les études moléculaires et du pouvoir producteaflatoxines des isolats a nécessité
I'utilisation de deux souches de référencéspergillus flavusNRRL 32571 etA. parasiticusCBS
100926, fournies respectivement par 'INRA de ToulousedeePr. Jens C. Frisvad (Center for
Microbial Biotechnology, BioCentrum-DTU, Technicblniversity of Denmark, DK-2800 Kgs.
Lyngby, Denmark).

4. Appareillage, produits chimiques et standards aalytiques

Les appareils, les produits chimiques et les stasdanalytiques utilisés dans cette étude sont
donnés en annexe Il. Les solvants et les aciddiséstipour I'extraction et la détection des

mycotoxines, ainsi que pour l'extraction des acidegléiques, sont de qualité ultrapure,
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compatibles avec une analyse HPLC et moléculaieau_utilisée en HPLC comme phase mobile
et en biologie moléculaire ou pour la préparaties dolutions est de qualité ultrapure, préparée
avec le systeme de purification MilliQ (MilliporeASMolsheim, France).

5. Chaines chromatographiques de type HPLC

Le dosage des aflatoxines et de I'ochratoxine feaéalisé respectivement sur les deux

chaines chromatographiques suivantes:

- Systeme de chromatographie liquide a haute perfueenéShimadzu, Kyoto, Japon) avec un
détecteur de fluorescence (Spectra Physic 2000p&diune cellule de dérivation (KOBRA Cell)

post-colonne et d’un logiciel d’exploitation (Norett).

- Systéeme de chromatographie liquide a haute pedocs (HPLC) (BIO-TEK, Milan, Italie)
avec une colonne C18, un détecteur U.V. a basrdeediodes (diode array detector 545V) et un

logiciel d’exploitation (Kroma 3000).

La description détaillée de ces deux chaines chagrephiques est donnée en annexe lll.
Il. Site d’étude et échantillonnage

1. Sites d’étude

Les sites de prélevements des échantillons deobldacalisés dans deux régions représentant
les deux climats caractérisant la céréaliculturdlgerie (Figure 14):

- La zone de la Mitidja et régions voisines, regant les régions de Blida, Rouiba,
Boumerdes et Tizi Ouzou. Ces régions représengsnplaines fertiles de la région tellienne. Le
climat est de type méditerranéen caractérisé paretiEs chauds et secs et des hivers humides et
frais. Le choix de cette zone est justifié parrd@spnce d’'une part, des champs de blé et d’autte pa
de Coopératives des Céréales et des Légumes SEtLS)Y@Qui se chargent de la collection des

productions des régions avoisinantes.

- La région de Sétif représentant les hauts plateaula céréaliculture occupe la premiere
place des activités agricoles en Algérie. Cetteoregossede un climat caractérisé par des étés

lourds et secs et des hivers trés froids et humides
2. Collection des échantillons

Au cours de cette étude, un total de 108 échamsilae blé a été analysé. Quatre vint cing
échantillons proviennent de la récolte de 2008Beat¢hantillons proviennent de la récolte de 2006.

Les 85 échantillons de la récolte de 2004 sont cet&gories:
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Figure 14 Localisation géographique des régions de prélemsrdes échantillons de blé et dérivés.
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- blé de pré-récolte (27 échantillons);
- blé stocké dans les silos (34 échantillons);

- blé destiné a la transformation en farine, en sgenet le son de blé (24 échantillons).
Les caractéristigues des ces échantillons sontédenaians le tableau 15 .

Les 23 échantillons de graines de blé de la rédat2006 ont été collectés, au mois d’Aodt,

un mois apres la moisson, au niveau des CCLS dlie Bléta et Tizi Ouzou et de I''TGC de Sétif.
2.1. Echantillons de la récolte de 2004

2.1.1. Echantillons prélevés du champ

Durant la période de juillet 2004, vingt séphantillons de blé dur ont été collectés dans
trois parcelles d’une superficie d’'un hectare cinac{iFigure 15).

- Vingt échantillons de blé dur (variété Waha), otit prélevés dans deux parcelles (10
échantillons/parcelle) situées respectivement aAkihassa (Nord de Sétif) et Ain Arnat (Ouest de
Sétif). La distance entre les deux parcelles estvdfon 15 km.

- Sept échantillons de blé dur (variété Vitron) ot grélevés dans une parcelle située a
Corso dans la région de Boumerdes.

Les prélévements ont été effectués en diagas®bn le plan illustré dans la figure 15. La
distance séparant deux échantillons est de 15m.2Dhaque échantillon est composé de 40 a 50
épis issus de 4 a 5 points de prélevements distaits eux d’'un a 2 m. Les grains ont ensuite été
séparés manuellement des autres organes de I'épetetyés pour éliminer balles, rachis et
poussiere.

Les températures minimales et maximales duranéimqge de prélevements étaient de 18°C
et 37°C respectivement, pour la région de SétifleeR2°C et 35°C pour la région de Boumerdes.
La durée d’exposition de la lumiere solaire estldeh. Dans les parcelles choisies pour les
prélevements des échantillons, les cultures dedlportenta priori pas de symptémes visibles a

I'ceil nu de maladies fongiques (ou autres).

2.1.2. Echantillons peslés au silo
Trente quatre échantillons de blé dur stockésdes silos ont été collectés. Le blé stocke
correspond a des mélanges de variétés de blé duermnt des différentes récoltes de chaque
région. Les prélevements ont été effectués partsopnel de CCLS pendant les deux périodes
suivantes:
- en septembre 2005, dix échantillons de blé duradeét¢olte de 2004 stocké durant 12

mois ont été prélevés au niveau de la CCLS de DBam Khedda (Tizi Ouzou).
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Tableau 15 Caractéristiqgues des échantillons de blé et égrwllectés en 2004 a différentes phases (préte@gstockage et transformation).

i i i Région de - Meunerie (blé tendre) Semoulerie (blé dur)
L T L. \
Origine Région de Sétif Boumerdes CCLS de Tizi Ouzou (Tizi Ouzou) (Boumerdes)
Source Champ Silo £ | Champ” Silo Z Silod |BPN® BNC' Farine Son |BPN® BNC Semoule Son
zj/arkiJ(IeFe Waha Mélange  Vitron Mélange Mélange Bl¢é tendre Blé dur
€ ble de variétés de variétés de variétés

Nombre 150 10 7 14 10 3 3 3 3| 3 3 3 3
d’échantillons
Température | 1g_ 37 24 22-35 | 27 35,5 24 28 36 ND| 23 31 30 ND

(°C)
Humidité 51 28 68 32 31 31 51 60 ND | 30 50 57 ND
relative

4Grains de blé de la récolte 2004, prélevés darmscftes d'un hectare chacune situées a Ain Abhdswal de Sétif ) et Ain Arnat (Ouest de Sétif).
® Grains de blé de la récolte 2004, prélevés darchamp de blé situé & Corso (Boumerdes).
“Grains de blé stockés durant 6 mois dans le sim(re de 2004).

4 Grains de blé stockés durant 12 mois dans lrgitmlite de 2004).

°BPN: blé prénettoyé (débarrassé de grosses imglreté
"BNC: blé nettoyé conditionné (débarrassé de timperreté et humidifié prét).
ND : non déterminé.
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- en février 2005, quatorze et dix échantillons d& dlr, stocké dans les silos durant six
mois, ont été prélevés respectivement au niveaulC@dsS de Draa Ben Khedda (Tizi Ouzou) et
Sétif. Chaque échantillon représente une cellulestdekage et est constitué d’'un mélange de 3
sous-échantillons de 300 a 400 g de graines piei@\téois niveaux de chaque cellule de stockage
(bas, milieu, et haut). Les trois sous-échantilleaost mélangés pour avoir un échantillon de 1 kg

environ.

2.1.3. Echantillons prélevés au niveau d’une meuneret d’'une semoulerie

Vingt quatre échantillons de blé dur, de blélte et de leurs dérivés ont été collectés dans
deux unités de production céréaliere (UPC). Doudwamtillons proviennent de la meunerie de
Tademait (Tizi Ouzou) et 12 autres de la semoutigiBaghlia (Boumerdés). Le diagramme de la
chaine de transformation et le positionnement destp de prélevement des échantillons sont
présentés dans la figure 16.

Des échantillons de 1 kg ont été prélevés avdanx de la chaine de transformation de
chaque unité, suivant le plan d’échantillonnagéudeté. Celui-ci consiste a prélever 3 échantifon
échelonnés sur 3 jours consécutifs. Ainsi, les d@illans prélevés sont répartis comme suit:

- Trois échantillons de blé tendre prénettoyé (délsag de grosses impuretés) stocké
durant un mois dans le silo de 'unité avant sasf@amation en farine.

- Trois échantillons de blé dur prénettoyé stockéanur5 jours dans le silo de l'unité

avant sa transformation en semoule.

- Trois échantillons de blé nettoyé conditionné daccime des 2 unités, soit un total de 24
échantillons, ont été prélevés. Le terme « bléogétb, désigne le blé débarrassé de toutes
impuretés (poussiéres, pailles, graines étrangkggetites graines, graines cassées et échaudées,
débris métalliques, pierres) suivi d’'une hydratat{mouillage) afin de lui conférer une humidité
suffisante pour obtenir une bonne séparation dfdgmreande et les enveloppes (€limination du
péricarpe) avant mouture.

- Trois échantillons de chaque produit fini (semotdeine et son de blé) ont été prélevés
dans chaque unité (12 échantillons).

Les prélevements ont été effectués le mois de 10@b Dar le personnel de l'unité, au
cours des prélevements destinés aux analyses tileerdues échantillons ont été collectés dans des
sacs en papier destiné a I'emballage des produaiss(farine et semoule). L’humidité relative et le
températures dans les silos et les hangars d'@sagp, mesurées au moment des prélevements,
sont données dans le tableau 15.
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Figure 16. Diagramme de transformation de blé¢ dans une meunerie ou semoulerie montrant le
positionnement des 4 niveaux de prélevement des échantillons.

@ , @, @ et@ = niveaux de prélévement (3échantillons par niveau).
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2.2. Echantillons de la récolte de 2006

Un total de 23 échantillons de blé brut de la ri&cde 2006 a été collecté en Aolt 2006, un
mois apres la moisson au niveau des CCLS de Bétif et Tizi Ouzou et de ''TGC de Sétif. Les
graines de blé étaient conditionnées dans dessgase de capacité de 100 kg, empilés sur palettes
et entreposés dans les hangars. Chaque échamt#itazonstitué d’'un mélange de 3 prélévements
d’environ 300 a 400 g provenant de 3 sacs de mémréété et de méme localité. Les
caractéristiques des échantillons prélevés sostptées dans le tableau 16.

Dans tous les cas, la totalité des graines de dléhdque échantillon est broyée finement a
I'aide d’'un broyeur afin d’obtenir un échantillomrinogene. Chaque échantillon est ensuite divisé
en 2 lots, I'un destiné a I'analyse de la floredimue qui est réalisée aussitot apres les prélévesme

et 'autre lot, conservé a - 20°C pour I'analyss dflatoxines et de I'ochratoxine A.
[ll. Méthodes d’identification et d’analyse

1. Isolements et dénombrement de la flore fongique

L’isolement et le dénombrement des moisissures enéchantillons ont été réalisés par la
technique des suspension-dilutions et ensemencesuentilieu gélosé (Pitt et Hocking, 1997). Dix
grammes de chaque échantillon de graines de bi@&soou de produit fini (semoule, farine) sont
additionnés a 90 ml d’eau peptonée a 0,1% et hondigg par agitation de 15 min. Des dilutions
décimales (18, 10° et 10% sont réalisées & partir de la solution mére. @entolitres de chaque
dilution sont ensemenceés sur la surface des bo&detri contenant le milieu DRBC (Kirgg al,
1979). Trois répétitions sont réalisées par ditutidincubation a lieu a 28°C pendant 5 a 7 jours a
'obscurité. La numération est effectuée en chsésis les boites dont le nombre de colonies est
compris entre 10 et 60 environ. Le nombre de msmises est exprimé en colonies formant unité par
gramme d’échantillon (cfu/g). Les isolats repréagist de chaque échantillon sont purifiés puis
repiqués dans des tubes a essai contenant le mdiesé a base d’extrait de malt (MEA) (Pitt et
Hocking, 1997). Apres incubation de 7 a 10 jouB82C, les isolats sont conservés a 4°C pour les

analyses ultérieures.

2. ldentification des isolats fongiques

2.1. Identification morphologique

La reconnaissance des principaux genres et esfamgisjues repose sur l'observation des
caractéres macromorphologiques et micromorphol@gicauivants: I'aspect de la colonie (couleur,

texture), le mode de groupement des conidies (spdeemode de conidiogenése, 'agencement des
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Tableau 16 Caractéristiques des échantillons de blé declaltet2006 collectés un mois apres la
moisson au niveau des CCLS de Blida, Tizi Ouzdbétif et de I'I'TGC de Sétif.

Tode e | Variéts de bié Localité Région | | LT
R1 BT Hidhab nettoyé Rouiba Alger 1
R3 BD Hoggar nettoyé | Rouiba Alger 1
L BD Ghen's nettoyé Rouiba Alger 1
BD Ghen's brut Mouzaia Blida 1
O Vitron brut Ahmer EI-Ain Blida 1
Bl1 BD Ghen's brut Blida Blida 1
M1, M2 BT HD 1220 brut Mouzaia Blida 2
BO1 BD Ghen's Boumerdeés Boumerdeés 1
BO2 BD Vitron Boumerdes Boumerdes 1
IS BT Hidhab Les Issers Boumerdes 1
A BD Waha nettoyé Béni Fouda (Est de Sétif) Seétif 1
B BD MBB brut Ain Arnat (Ouest de Sétif). Setif 1
D Wabha locale Brut ITGC de Setif Setif 1
G BT El-Hidhab nettoyelTGC de Sétif Sétif 1
H MBB nettoyé ITGC de Sétif Seétif 1
I MBB nettoyé Ain Abbassa (Nord de Sétif) Sétif 1
J Waha Brut Béni Fouda (Est de Sétif) Setif 1
K, S6 MBB nettoye Ain Arnat (Ouest de Sétif). Béti 2
S8 Waha Brut Béni Fouda (Est de Sétif) Setif 1
T1 BD Ghen's Tademait (Ouest de Tizi Ouzdizi-Ouzou 1
T2 BD Vitron Fréha (Est de Tizi Ouzou) Tizi-Ouzou 1
BT : blé tendre. BD : blé dur.
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cellules conidiogenes et la taille, 'ornementatéiria couleur des conidies. L'étude des caractéres
macro et micromorphologiques des moisissures isoést effectuée sur milieux CYA (Pitt et
Hocking, 1997) et sur milieu MEA a 25°C pendantbjaurs d’'incubation (Raper et Fennell, 1965;
Pitt et Hocking, 1997).

La production de sclérotes par lesspergillus section Flavi (caractére taxonomique
important) est réalisée selon la méthode utilissiede nombreux auteurs (Novas et Cabral, 2002 ;
Pildainet al, 2004; Abba%t al, 2006). Elle consiste a cultiver les isolats aetesur milieu gélosé
Czapek agar (CZA) a 30°C a labri de la lumiere. paduction des sclérotes est suivie
périodiqguement pendant 3 semaines. Le diamétresaémtes (moyenne de 50 a 60 sclérotes par
souche) est obtenu en les déposant sur une plaspdyillee a mailles de 500 um et apres
observation a l'aide d’'une loupe. Le morphotype x produit des sclérotes de taille comprise
généralement entre 500 um et 800 um. Par contneohkphotype « S » produit des sclérotes de

taille inférieure, allant de 200 a 300 um.

2.2. ldentification moléculaire.

Les isolats dAspergillussectionFlavi ayant fait I'objet d’'une identification moléculaiont
éte seélectionnés en fonction des résultats obtedeusétude morphologique, de la production
d’aflatoxines, d’'acide cyclopiazonique et des sities.
2.2.1. Préparation du mycélium
Les souches sont ensemencées dans des Erem{@g9 ml) contenant 150 ml de milieu
de culture liquide a base de pomme de terre eeggase (PDB). L'incubation a lieu pendant 48 h
a 28°C sous agitation continue. Le mycélium estipéoé apreés filtration de la culture liquide a
travers une membrane en nitrocellulose de @@5; il est ensuite broyé dans I'azote liquide et
conserveé a -80°C.
2.2.2. Extraction de 'ADN
2.2.2.1. Principe
De nombreux protocoles d’extraction de I'ADMilisant comme détergent le SDS
(Sodium Dodecyl Sulfate) ou le CTAB (Cetyl TriményAmmonium Bromide) sont préconisés.
Ces protocoles incluent des étapes de lyse ceuldés éliminations des débris cellulaires par des
centrifugations et des précipitations des protéaiates polysaccharides. L’élimination des ARN et
des protéines est rendue possible par additiom &RNlase A et de la Protéinase K respectivement.
L’ADN dissout dans la phase aqueuse est récupéré sphubilisation dans I'éthanol ou

l'isopropanol sous forme d’une pelote puis lavéetuspendu dans I'eau ultrapure.

84



2.2.2.2. Extraction

Le protocole d’extraction de I'ADN est basé $a méthode publiée par Lest al.
(2006). A environ 100 mg de mycélium broyé danzdta liquide et placé dans un tube Eppendorf
de 1,5 ml, sont additionnés 800 ul de solutionyde (100 mM Tris HCI pH8, 20 mM EDTA, 100
mM NacCl, 2% SDS). Par la suite, ii0de Protéinase K (20 mg/ml) sont ajoutés, le tsitincubé
20 min a 60°C. Un volume de 800 ul de phénol-ctitoroe-alcool isoamylique (25/24/1, viviv)
sont ajoutés. Les tubes sont mélangés par invejissopo’a I'obtention d’'une émulsion. On procede
a une centrifugation pendant 5 min a 13000 rpms pui récupére la phase supérieure (aqueuse)
avant de la transférer dans de nouveaux tubes HpgenAprés une extraction au
chloroforme/alcool isoamylique (24:1) en mélangepat inversion comme précédemment, le
mélange est centrifugé a 13000 rpm pendant 10 MitCaet la phase supérieure est récupérée. En
fonction du volume obtenu, on ajoute du 2-propalel v) refroidi pour précipiter 'ADN. On
centrifuge 10 min a 13000 rpm et on élimine le ageant. Le culot est rincé avec 8@l’'éthanol a
70 % pour enlever les sels. On centrifuge de nauvganin a 13000 rpm et on élimine le
surnageant. Aprés séchage par centrifugation etpoéaon sous vide au « speedvac
concentrator », le culot est resuspendu dand 8@au ultra pure stérile. Pour éliminer les ARN,
ul de la RNase (20 mg/ml) sont ajoutés. La présegicka pureté de 'ADN sont vérifiées par
électrophorése sur gel d’agarose a 0,8%. Le dadadi&DN est effectué par mesure de la densité

optique (DO) au spectrophotomeétre.

2.2.3. Dosage de 'ADN

La pureté et la quantité d’ADN en solution sontedétinées en faisant un spectre
d’absorbance en U.V. entre 220 et 320 nm. Le maxindiabsorption de la molécule d’ADN se
situe entre 258 et 260 nm. On calcule la conceotratn ADN de I'échantillon en considérant
gu’une unité d’absorbance équivaut augdml (1 unité de DO 260 nm = 5@/ml d’ADN).

Un volume de 4 pl d’ADN a doser est ajouté a 80@’'gau ultrapure (1/200). Le dosage
au spectrophotometre (Philips PU 8600) se fait davescuve en quartz a deux longueurs d’'ondes :

- 260 nm, longueur d’onde d’absorption des acideseiees ;

- 280 nm, longueur d’onde d’absorption des protéines.

La quantité d’ADN est donnée par la formule suieant

[ADN] = DO260 nm x 50 x Facteur de dilution (icD@®.

La pureté des échantillons est donnée par le rappi»260/D0O280. Un rapport inférieur
a 1,6 indique une contamination par des protéirteanerapport supérieur a 1,9 indique une

contamination par des ARN.

85



2.2.4. Electrophorése sur gel d’agarose

Les molécules d'acides nucléiques sont sépauar électrophorése sur gel d’agarose sous
laction d'un champ électrique. La séparation esicfion de la taille, de la qualité des acides
nucléiques, de la concentration du gel d’agarogeyaltage et de la force ionique du tampon. La
détection des bandes d'acides nucléiques apréstmigrest rendue possible grace a I'éthidium
additionné en petite quantité dans le gel sous datdmbromide d’éthidium (BET). Celui-ci est un
agent mutagene et hautement cancerigene, quioisa€orporé dans les structures des fragments
d’ADN en migration, permet de visualiser les bangiassa fluorescence sous U.V. (254 nm).

2.2.5. Préparation du gel migration

Le tampon servant a la migration et a la prépanatio gel est le TAE simple concentré
(1x) : Tris-Acétate-EDTA (acide Ethylene DiaminetiBéAcétique). Les sels contenus dans ce
tampon permettent la conduction du champ électriipres la cuve d’électrophorése horizontale.
L’agarose est utilisé a 0,8% (0,48 g dans 60 mITA& 1X). Apres dissolution compléete par
chauffage au micro-onde suivi d’'un léger refroidisent, 2ul de BET (0,5 pg/ml) sont ajoutés a
'agarose. Celui-ci est versé, sans faire de butlass la cuve a électrophoréese, aprés avoir placé
peigne qui donne la forme des puits de dépot deNA

2.2.6. Amplification de '’ADN par [aPCR : Polymérase Chain Reaction (PCR)

2.2.6.1. Principe

La PCR est une technique hautement serdiisigécifique qui permet une amplification
de facon exponentielle de I'ADN vitro (Saiki et al.,1985; Mulliset al, 1986). Les 3 principales
étapes de cette technique sont:

- dénaturation des brins d’ADN a une températur84€;

- hybridation des amorces a une température de;52°C

- élongation a 72°C.

Les trois étapes d'un cycle de PCR seulénb a des températures précises dans un
thermocycleur (Robocycler gradient 96 Stratagebe)hermocycleur est un systéme automatique,

programmable qui permet le passage d’'une températliautre et la répétition du cycle.

2.2.6.2. Protocole
La méthode utilisée est celle décrite pantévét al. (1990). Pour amplifier la région
ITS1-5.8S-ITS2 de 'ADNTr, nous avons utilisé lesaoes suivantes:
- Amorce 1: ITS1 (5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG3)).
- Amorce 2: ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC3)).
Pour I'amplification des régolGS, les amorces suivantes ont été utilisées:
- Amorce 3 : IGS-F (5 AAGGAATTCAGGAATTCTCAATTGS3).
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- Amorce 4 : IGS-R2 (5* GTCCACCGGCAAATCGCCGTGCG3)).

Un kit invitrogen est utilisé pour la pegation du milieu réactionnel. Ce kit est
composeé d'une enzyme, Taaq DNA polymérase, d’un tampon (500 mM KCI, 15 mM MgCl00
mM Tris-HCI pH 9) et du MgGl

Le mélange réactionnel est composé de:

-amorce 1 G M) ...............1 pl
-amorce 2 (5QM) ................ 1l

- dNTP (10 mM chacun) .......... 1 pl

- MgCly (25mM) ... 1.5l

- Tampon 10 X PCR................5 L

- TagDNA polymérase 5Uil...... 0,5 unités.
-ADN..........ceiii .~ 200 NQ.

- H,O stérile...............ceeevene....qsp 50 pl.

L’amplification a été réaliséand les conditions suivantes :
 Dénaturation des brins d’ADN: 94°C pendant 4 min.
» 35 cycles :
» Dénaturation 60 secondes a 94°C.
» Hybridation 60 secondes a 55°C.
* Elongation 120 secondes a 72°C.

* Elongation finale 10 min a 72°C.

2.2.7. Visualisation des produits FCsur gel d’agarose

Le produit PCR (7 pl) est additionné de 5 pul degamde charge (Blue/Orange Loading
Dye, 6X). Le mélange est déposé dans le puits td’agarose a 0,8% et mis a migrer a 100 volts
pendant 20 min dans du tampon TAE 1X. Un marqueuadle (1Kb DNA Ladder, Promega) est
déposé au milieu ou a I'extrémité du gel. Les gsafont visualisés sous U.V. (254 nm).

2.2.8. Purification des produits PCR

Les produits PCR ont été purifiés ave&ite]JETQUICK PCR Spin (MP Biomedicals et
Qbiogene, lllkirch, France) selon le protocole @étans la notice accompagnant le kit. Les étapes

de purification des produits PCR sont les suivantes

- ajouter 200 pL de la solution H1, contenant du mhivde guanidine et d’isopropanol, a
50 pl du produit PCR;
- placer la colonne dans des tubes récepteurs (fopami JET QUICK);

- charger la colonne avec le produit PCR;
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- centrifuger 1 min a 13000 rpm;

- jeter le liquide;

- ajouter 500 pl de la solution tampon concentré) (e@mposée de NaCl, EDTA et Tris-
HCI (reconstituée dans 30 ml d’éthanol a 96%);

- centrifuger 1 min a 13000 (2 fois);

- jeter le liquide;

- placer la colonne dans des tubes Eppendorf del1,5 m

- ajouter 50 pl d’HO;

- centrifuger a 13000 rpm;

- récupérer le surnageant (ADN purifié).

2.2.9. Analyse du polymorphisme de longueur desagments de restriction
(PCR-RFLP)

Pour l'analyse du polymorphisme de longueur degnfemnts de restriction, nous avons
utilisé les amorces des espaceurs intergéniqué® (Eilel, 1998; Pelant, 2002).

L’extraction de I'ADN et 'amplification par PCR deégions IGS ont été réalisées dans
les mémes conditions que pour I'amplification dedgions ITS citées précédemment.
L’endonucléase Bglll a été utilisée pour la digastienzymatique (Bglll: 5’A/IGATCT3)).
L’hydrolyse enzymatique par Bgl Il présente leg@xités 5’ sortantes suivantes:

5' GATCT---------- A 3'et 3' A------—TCTAG 5.
Les extrémités compatibles avec les fragments hysis par Bglll sont:
5 GATCC---------- G3&3 G- CCTAGS'.

Le mélange réactionnel est composé de:
- Tampon (10x) (500 mM KCI, 15 mM Mg&1100 mM Tris-HCI pH 9) ...5 pl.

= Produit PCR. ..o e e 10 pl.
- Enzyme Bglll (10 U/ .cenoeen e 2 WL
s B AU e 33 pul.

La digestion enzymatique a lieu au bain Marie a°G7pendant 3 h. La migration des
produits de digestion (15 pl de chaque produit)réatisée sur gel d’agarose (1,5% ) a 50 volts
pendant 45 min.

2.2.10. Séquencage de la région ITS8S-ITS2 amplifiées

Le séquencage des amplicons correspondant alons2fiS1-5.8S-1TS2 de '’ADNr des
souches dAspergillussectionFlavi a été réalisé par la société Millegen, Prologusegih (Labége,
Toulouse, France). Par la suite, I'identificataes séquences est obtenue en deux étapes suivantes:
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- Les séquences sont soumises, une a une, au progr&hAST (Zhang et Madden,
1997) qui compare chaque séquence a toutes cefissnpes dans la base de données GenBank et
va renvoyer le ou les noms des especes les plimiges. Une évaluation de la pertinence des
résultats proposés par BLAST est realisée parefimédiaire du programme et de la base de
données développée par National Center for Biotolgy Information « NCBI ».

- Un multi-alignement des séquences avec les séqaararactéristiques des souches-types
d’'AspergillussectionFlavi et un arbre phylogénétique sont enfin réalisésegedu logiciel MEGA
version 4 (Tamurat al, 2007).Les analyses phylogénétiques sont effectuéetepanéthodes de
calcul des matrices de distances d’évolution de £am(1980) et en utilisant les méthodes de
Neighbor-Joining (Saitou et Nei, 1987) pour lesodalpmes de construction des topologies des
arbres phylogénétiques. La méthode de validatiatistitjue des liens phylogénétiques établis est le
Bootstrap (Felsenstein, 1981).

3. Etude du pouvoir producteur d’aflatoxines

Les aflatoxines possédent une fluorescence pragrgparmet de les détecter généralement
dans I'U.V. lointain (365 nm). A cette longueur dae, elles sont fluorescentes: couleur bleue pour
les aflatoxines B, verte pour les aflatoxines ®leti-mauve pour I'aflatoxine M1. Le screening des
isolats dAspergillus section Flavi producteurs d’aflatoxines est réalisé par détactie la
fluorescence sur milieu de culture a base de neixato, selon la technique décrite par Datis
al.(1987) et Fentet al (2001) et par chromatographie sur couche min€&MCselon Calvcet al.
(2004).

3.1. Détection de la fluorescence sur milieu de ¢ute

Les souches fongigues sont ensemencées par paoitnalc€l souche par boite) sur milieu
gélosé a base d’extrait de noix de coco déchigiidV), favorable a la production d’aflatoxines
(Fenteet al, 2001), additionné de 0,3% drcyclodextrine qui permet d’améliorer nettement
l'intensité de la fluorescence. Lacyclodextrine et ses dérivés méthylés ont étéséslpar de
nombreux auteurs (Franet al, 1998; Chiavaret al, 2001; Crisecet al, 2001; Fentest al, 2001
et Rojaset al, 2005) pour la détection des souches aflatoxinegeDans le milieu CAM, les
aflatoxines, combinées aux matieres grasses deixade coco, donnent une fluorescence visible
sous lumiére U.V. (365 nm) surtout sur le reverdadeolonie (Daviset al, 1987). En effet, apres
48 a 72 h d’incubation a 28°C, les isolats produstel’aflatoxines B et G développent autour de la
colonie une fluorescence bleue et verte respectngmisibles sous la lumiére U.V. (365 nm) et un

revers de la colonie jaune orange visible a la éuendu jour.
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3.2. Extraction des aflatoxines du milieu de cultus

En vue d’'une confirmation de la production destakmes par CCM et par HPLC, les
cultures des isolats sur milieu CAM ont subi ungraotion au chloroforme selon la méthode décrite
par Calvoet al. (2004). Quatre rondelles de 16 mm de diamétreirf@m g) de milieu colonisé par
le mycélium sont découpées, pesées puis écraséailéd d'une spatule. Les aflatoxines sont
extraites avec 15 ml de chloroforme additionné$ eaprises (3 x 5 ml) et agitation durant 3 min
par extraction. Les extraits chloroformiques s@unis dans un méme Erlenmeyer puis filtrés avec
du papier Whatman n° 1. Le filtrat est ensuite év@@ sec au rotavapeur a une température de
37°C en prenant soin de protéger I'extrait de taiére. L'extrait est ensuite repris dans 0,5 ml de
méthanol (CHOH) pour HPLC, puis filtré a I'aide d'un filtre golytrifluoroéthylene (PTFE 0,45

um) adaptable au bout d’'une seringue.

3.3. Détection et confirmation de la production d’#atoxines par CCM

La méthode utilisée pour la détection des aflatexipar CCM est celle décrite par I'A.O.A.C
(Official Methods of Analysis) (2000). Des plaqu&® (x 20 cm, 0,25 mm d’épaisseur) de gel de
silice-60 254F (Merck) ont ainsi été utilisées. davant de développement est le benzéne-acide
acétigue glacial (95:5 v/v). Des fractions de 185aul sont appliguées soigneusement sous une
lumiéere tamisée en évitant d’abimer la surfaceadgldque. Ces précautions sont importantes pour
'obtention d’'une bonne qualité de séparation degaxines. Un volume de 15 pl d’'une solution
standard de 1 pg/ml d’aflatoxine B1 est appliquér@me temps que les extraits a analyser. Un
extrait d’aflatoxine G, obtenu a partir A’ parasiticusCBS 100926 (apres extraction selon la
meéthode décrite ci-dessus et séparation sur CC8¢ aitilisé comme témoin. Le développement
des chromatogrammes est effectué dans une cuwaastiaf25 x 25 x 10 cm) préalablement saturée
avec le systéme de solvant de développement. Apigration, les plagues sont retirées et séchées.
Les aflatoxines sont détectées en placant les ptasous lumiere U.V. (365 nm). Les aflatoxines B
et G apparaissent sous forme de tache bleue et nespectivement. Une comparaison des rapports
frontaux (Rf) des extraits avec ceux des standatdie I'intensité de la fluorescence des taches

permet de confirmer la présence d’aflatoxines appifécier les quantités produites.

3. 4. Confirmation et quantification des aflatoxins par HPLC

Une confirmation et une quantification des aflab@s par HPLC munie d'une cellule
électrochimique de dérivation au brome « KOBRA Gl été également réalisée.

Lors de la premiére utilisation, la colonne chrongaaphique est lavée toute une nuit par le
passage d'un mélange d’acétonitrile-eau (85/15) a/uin débit de 0,20 ml/min. Elle est ensuite
conditionnée pendant 45 min par passage de la phabge utilisée pour I'analyse a un deébit de
0,5 ml.
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Les aflatoxines sont analysées sur un chromatogrdghmarque Shimadzu LC-10 (Kyoto,
Japon) dont les caractéristiques sont décritesneexa Ill. La phase mobile est composée de
meéthanol-acétonitrile-eau (20:20:60 v/v). Pour daivhtion, a un litre de phase mobile, 119 mg de
bromure de potassium et 3qDd'acide nitrique 4M sont ajoutés (selon le marK@RA Cell®).

Le débit est réglé a 0,5 ml/min. Un volume de 2@’gthantillon est injecté manuellement a l'aide
d’'une microseringue. L'analyse est réalisée en itimmdisocratique. La pression est alors de 28-30
mPa et les temps de rétention des aflatoxines B1E et G2 sont respectivement 30, 24, 22,5 et
21 min. Des solutions standards de l'aflatoxinefBite de concentrations connues sont injectées
intercalées parmi la série d’échantillons. Un ektta I'aflatoxine G obtenu a partir A’ parasiticus

a été utilisé comme témoin pour la détection d&eaacotoxine dans les échantillons. La détection
est réalisée en réglant 'onde d'excitation a 3®2emh des filtres d'émission a 425 nm pour Bl et B2
et a 455 nm pour G1 et G2 (optima pour les aflaies). Des lavages au méthanol de qualité HPLC
sont effectués aprés chaque injection afin d’élanlas traces d’aflatoxines.

L’AFB1 et 'AFG1 sont confirmées par leur transfation dans la cellule KOBRA CE&|
placée en post-colonne, en leur dérivé 9,10-dibromué est détecté par spectrofluorimétrie. La
cellule de KOBRA Ceft est connectée au systéme HPLC entre la colonné€CH®le détecteur de
fluorescence. Les 4 aflatoxines séparées et I'ggéntrseur de dérivation (bromure de potassium)
entrent dans le KOBRA Cé&ll ol va se dérouler la réaction électrochimiqueéggnt le brome. Les
aflatoxines et le brome ressortent de la celluentque la réaction de dérivation n'ait lieu. Celle
aura lieu dans le tube de connexion avant l'erde#es le détecteur de fluorescence (Figure 17).
Cette longueur de tube entre la sortie de la eetitile détecteur est donc trés importante etédiet
suffisante pour permettre la réaction de dérivaanbrome qui dure 4 secondes (KOBRA Cell,
2005). L'enregistrement et I'analyse des chromatognes sont effectués par un logiciel adapté

(Normasoft).
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Figure 17Schéma des connexions de la KOBRA Cell a 'HPLC.
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4. Production et détection d’acide cyclopiazonique
4.1. Production de l'acide cyclopiazonique

La production de I'acide cyclopiazonique (CPA) Estlisée sur milieu CYA selon la méthode
décrite par Pildaiet al. (2004). Aprés 10 jours d’incubation sur milieu C@25°C, 2 g de milieu
colonisé par le mycélium sont découpés a l'aide @mporte piéce stérile. L’extraction du CPA est
réalisée en ajoutant 3 x 5 ml de chloroforme (DoQrit€83). Apres évaporation, les extraits sont
repris dans 0,5 ml de méthanol et filtrés a I'alden filtre PVDF (Millipore) de 0,45 um.

4.2. Détection de l'acide cyclopiazonigqymr CCM

Des plaques de gel de silice de type @80x(20 cm, 0,25 mm d’épaisseur; Merck 5721;
Allemagne), ont été utilisées. Afin d’évaluer laiie de détection, une série de concentration ¢e 10
25, 50 et 100 pg/ml de CPA dans du méthanol egiapéé et un volume de 20 ul de chaque
concentration est spoté sur la plaque. Aprés adélerminé la limite de détection, 20 pl d'un
standard et 20 ul de chaque extrait, repris dahgmd,du méthanol, sont spotés sur les plaques
préalablement imprégnées dans une solution d’anidéque a 2% dans du méthanol puis séchés.
Le systeme de solvant de développement utilisé'asétate d’éthyle/2-propanol/hydroxyde
d’ammonium (40:30:20) (Fernandez Pirtioal, 2001). Aprés migration, le CPA est visualisé sous
la lumiére du jour aprés pulvérisation des plaqgoas le réactif d’Ehrlich (1 g de 4-diméthyle
aminobenzaldéhyde dans 75 ml d’éthanol et 25 mICi#l’Ebncentré). Le CPA est détecté sous
forme de tache violette avec un méme Rf = 0,6.iin#td de détection est de 1ug/g de milieu de

culture.

5. Etude du pouvoir producteur d’ochratoxine A

5.1. Culture et extraction

Le pouvoir producteur de I'OTA par les isolats apgaant aux genreéspergillus et
Penicillium a été déterminé par HPLC selon la méthode dépeateBragulatet al. (2001). La
méthode consiste a cultiver les isolats sur migélosé CYA, favorable a la production d’'OTA,
pendant 7 jours a 25°C. Trois rondelles (10 mm idendtre) de milieu colonisé par le mycélium
sont découpées a I'aide d’'un emporte-piece du eemirs la périphérie de la boite de Pétri (60 mm
de diametre). Les carottes découpées sont pesiastpoduites dans des tubes Eppendorf de 2 ml.
L’extraction de I'OTA est réalisée par addition Henl de méthanol tout en écrasant les morceaux
de gélose afin de faciliter I'extraction. Apresubation pendant une heure a température ambiante,
le mélange est centrifugé pendant 15 min a 130p0igle surnageant est filtré a I'aide d’un filtre
PVDF (Millipore) de 0,45um. Le filtrat est réecupéré dans un flacon (vial)UdPet conservé a +
4°C.
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5.2. Détection et quantification par HPLC

L'appareil HPLC utilisé (Biotek, Milan, Italie) paet une détection par fluorescenaeek:

332 nm;X em: 466 nm) et par U.V. (détecteur a barretteslidde). Un logiciel (Kroma 3000)
permet de piloter 'ensemble du systeme et d’assliaequisition des données. La colonne
analytique utilisée est de type C18 (Zorbaunmd, 150 x 4,6 mm) avec une précolonne de 10 x 4
mm. La température de la colonne est de 30°C. laselmobile est composée d’acétonitrile-eau-
acide acétique (57:41:2) et le débit est de 1 ml/tdn volume de 80 ul de chaque échantillon est
injecté grace a un injecteur automatique. Une gamhensolutions standards d’OTA est injectée de
facon intercalée entre 10 injections. Ceci perneesulvre le temps de rétention de 'OTA qui peut
étre Iégérement décalé si les d’extraits injectagiennent quelques impuretés. En effet, ceux-ci
entrainent une augmentation de la pression et doraécalage du temps de rétention du standard.
La concentration est déterminée par mesure dedfbbace a une longueur d’'onde= 330 nm.
L’OTA de I'échantillon est identifiee par compamsavec I'OTA standard, du temps de rétention
(~ 7 min) et aussi du spectre U.V. qui est donréc@rau détecteur a barrettes de diode. La
concentration en OTA est calculée a l'aide d'unaribe étalon préalablement établie avec des
solutions d’OTA de concentrations connues. Le skuoiite de détection est de 0,020 ng/g de

milieu.
6. Extraction des aflatoxines et de I'ochratoxine A partir des échantillons de blé
6.1. Principe général

Dans les conditions acides, les mycotoxines sotraigas a partir de matrices de nature
différentes. L'acidification et la force ionique ¢k solution d’extraction permettent de rompre en
partie les liaisons des toxines aux constituantiadeatrice et favorisent ainsi leur extraction. La
purification de I'extrait est réalisée par partaigephase: en fonction de leur état d’ionisatios, le
mycotoxines seront solubles, soit dans la phaseusg soit dans la phase organique.

6.2. Extraction a partir du blé

La méthode d’extraction des aflatoxines et de I'Oltisée est celle décrite par Molingt
al. (2005) et El Adloungt al. (2006). Le protocole d’extraction est illustré dda figure 18. Vingt
grammes de blé finement broyés sont additionné® &nl2d’'une solution de 4% de chlorure de
potassium (KCI) acidifié a pH 1,5 avec de l'acidéfieique concentré. Un volume de 180 ml du
solvant d’extraction acétonitrile/eau (9:1) estutgpoau melange préalablement homogénéisé. Le
solvant d’extraction et le blé, disposés dans uenEreyer de 500 ml, sont mis a agiter sur un
agitateur rotatif pendant 20 min. L’extrait estr&lsous vide sur papier filtre Whatman n° 4.
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1. Extraction a I’acétonitrile

20 g de blé broyé - 1 . n g
+ 20 ml de KCI (4%) Acidification pH 1,5 180 ml d’acétonitrile

Agitation (20 min) + filtration -_— Extrait filtré

| 2. Dégraissage |

DZaN
100 ml 7- hexane

v
| Phase n- hexane (éliminée\)>
2x)
Agitation 1 min + décantation 1 min [

Extrait dégraissé ]
| 3. Extraction au chloroforme |

[Extrait dégraiss¢ | +50ml H,O + 100 mlde CHCI

J

Phase supérieure (extrait de blé) @
—=t Phase inférieure
(chloroformique)

PAVAY 3
Phase @ + 20 mlde CHCI, > Phase supérie@e gextrait de blé@
2x

Agitation 10 min + décantation 10 min

Agitation 10 min + décantation 10 min

Phases inférieure 4
(chloroformiques)
| 4. Extraction au bicarbonate

Phases : 5
t 50 ml de Phases bicarbonates
€ @ bicarbonate (5%)
2x
)

e Phase chloroformique @

Agitation (10 min) + décantation (10 min

5. Acidification de la phase bicarbonate

| Phases bicarbonates (@ Acidification 4 pH 1,5 Extrait bicarbonate acidifié (pH 1,5)

| 6. Extraction au chloroforme |

+ N>
: 7
Extrait bicarbonate acidifié J (100, 50, 50 ml Phases bicarbopiatés Q
de CHCLy) 3 x

Phases chloroformique@
Agitation + Décantation

| 7. Concentration |

‘ Evaporation, suspension (1 ml méthanol) ‘
‘ Phases chloroformiques @

‘ Bain ultrason + filtration (0,2 pm) ‘

Figure 18. Protocole d’extraction des aflatoxines et de IKOd'un échantillon de blé
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6.3. Purification de I'extrait

Le filtrat est dégraissé par addition de 2 x 100dain-hexane et agitation pendant une
minute. Apres décantation, la phase supériemiigekane) est éliminée et la phase inférieure est
récupérée dans un Erlenmeyer de 250 ml. Aprésiaddite 50 ml d’eau ultrapure, la phase
inférieure (acétonitrile/eau) est extraite par 10 de chloroforme. Pour cela, le mélange
acétonitrile/eau et chloroforme est placé 10 min I|agitateur rotatif. Apres agitation, puis une
décantation de 10 min, la phase chloroformiqueriedée est récupérée dans un Erlenmeyer. La
phase acétonitrile/eau supérieure est a nouveaaitex2 fois par addition de 20 ml de chloroforme.
Apres 10 min d’agitation et 10 min de décantatles,phases chloroformiques sont récupérées.

Les extraits chloroformiques, réunis dans un ménenkeyer, sont extraits deux fois par 50
ml d’une solution de bicarbonate de sodium a 5%éépine agitation de 10 min et une décantation
de 10 min, la phase supérieure (bicarbonate) asgépldans un Erlenmeyer et la phase inférieure
(chloroformique) est de nouveau extraite par 50 dual bicarbonate. Les deux extraits au
bicarbonate, réunis dans un méme Erlenmeyer, sodifiés jusqu'a pH 1,5 par ajout d’acide
chlorhydrique (HCI) concentré. Cet extrait au bicarate acidifié est extrait a son tour a trois
reprises par du chloroforme (volumes de 100, 560eiml), aprés agitation (10, 5 et 5 min) et
décantation (10 min pour chaque étape d’extractioextrait chloroformique inférieur est récupére
dans un Erlenmeyer. L’'ensemble des extraits chbvonafjues réunis sont évaporés (sous vide d’air)
dans des ballons a fond conique de 50 ml plonges da bain marie a 40°C. Quand le volume du
chloroforme est réduit a environ 5 ml, ce solvasttteansféré dans un tube a hémolyse pour étre
évaporé sous flux d’azote. L'extrait sec est reemisuspension dans 1ml de méthanol et placé dans
un bain a ultrasons pendant une minute puis 8iaréun filtre de 0,2um (Sartorius AG, Goettingen,
Allemagne) préalablement conditionné avec du meéthaloe filtre est rincé avec 50Q1 de
méthanol. Le méthanol filtré est placé dans un tubémolyse et le filtrat est séché au bain marie,
sous flux d’azote. Une fois sec, I'extrait (remis uspension dans 5@0 de méthanol) est placé
dans un flacon en verre bien fermé et conservd @+avant d'étre analysé par HPLC.

6.4. Préparation des solutions standards

Les solutions standards de mycotoxines, AFB1 et (SDAt préparées par solubilisation d’'un
milligramme de chaque mycotoxine dans un millilidle méthanol. La concentration de la solution
standard de I'AFB1 est déterminée par la mesurd’atesorbance en U.V. a 362 nne £
21800/mol/cm) et celle de 'OTA a 333 nm< 5440 /mol/cm).

6.5. Détermination du taux de rendement dxtraction de 'OTA

Une gamme de solutions standards de concentradltzm de 10 a 100 ng/ml est préparée a
partir d’'une solution de 1Qg/ml de 'OTA dans du méthanol. Le taux de rendenaéextraction a

éte calculé en contaminant des lots de 50 g d’agabrde blé non contaminé a raison de 5, 10, 20 et
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50 ug/kg. Aprés évaporation du méthanol durant une, @A est extraite selon la méthode
décrite plus haut. Le pourcentage du rendementtrdetion est ensuite déterminé et est pris en
compte pour le calcul des teneurs en OTA danscleandillons analysés.

6.6. Confirmation de la présence des aftatines et de 'OTA

La présence des aflatoxines B et G dans les extsaiis des cultures des isolasgpergillus
sectionFlavi et des échantillons de blé est confirmée par lemsformation dans le KOBRA cglI
placée en post-colonne, en leur dérivé 9,10-dibrané est détecté par spectrofluorimétrie (voir
3.4 page 82).

La confirmation de la présence de 'OTA dans cesachantillons est réalisée par hydrolyse
de 'OTA en OTa (OTA ayant perdu la phénylalanine) et détectmar HPLC, selon la technique
suivante:

Un volume connu de I'extrait purifié d’échantillast évaporé a sec. Le résidu est dissous
dans 975 d’'une solution de tampon a pH 7,5 (0,04M Tris-HOW NaCl). Un volume de 2pl de
la carboxypeptidase (100 U/ml,@) est ajouté et le mélange est incubé a températmbiante
durant une journée. La disparition du pic spécdiqge 'OTA simultanément a l'apparition
spécifique du pic d’Od confirme la présence de I'OTA.

7. Analyse des aflatoxines dans les extraits de t@édérivés par HPLC

L’analyse des aflatoxines dans les extraits deebléérivés par HPLC a été réalisée par la
méme meéthode et dans les mémes conditions dépriteedemment (Paragraphe 3.4, pages 75 et
76).

8. Analyse de I'ochratoxine A dans les échantillonde blé par HPLC

L’'analyse de 'OTA dans les échantillons de blété@ ealisée selon la méthode décrite
précédemment (voir 5.2.) sur la méme chaine HPUO-{BEK, Milan, Italie). La phase mobile est
composée d’acétonitrile-eau-acide acétique (41;%N2. Une colonne C18 (Prontosilsn, 150 x

4,6 mm) a été utilisée. Dans ces conditions lgtede rétention de 'OTA est de 9 min.

9. Etude de l'influence de la température et de l'etivité de I'eau sur la croissance et la

production de I'aflatoxine B1 d’'une souche dAspergillusflavus

9.1. Souche et milieux de culture utilisés

Une souche AF92 &. flavus isolée a partir d’'un échantillon de blé tendajété Hidhab, de
la récolte de 2006 et provenant d’une parcellelé@é Rouiba (Alger), a été utilisée. Cette souche,
tres fortement productrice de l'aflatoxine B1, & é&tentifiée selon les caractéres morphologique,
chimiotypique et moléculaire (séquencage de laorefiS1-5.8S-ITS2 de '’ADNr).
96



Deux milieux de culture ont été utilisés dans cettpérimentation. Le milieu CYA et le
milieu a base d’extrait de blé tendre, variété HiihCe dernier provient de la récolte de 2006
prélevé d’'une parcelle de blé de la région de Ro@iiger). La teneur en eau initiale du broyat
séché était de 12%: 0,56). Le milieu de culture a base de blé a é&¢aré selon la méthode de
Ramoset al (1998). Celle-ci consiste a faire bouillir 30 g blé finement broyé dans un litre d’eau
distillée pendant 30 min. Le mélange est filtréaégde de 4 couches de tissu de mousseline et le
filtrat est ensuite additionné de 15 g d’agar es& a un litre par I'eau distillée.

Quatre valeurs d’activité de I'eau et 4 températont été testées. Pour obtenir les valeurs
d’activité de I'eau de 0,85; 0,90; 0,95 et 0,9% daeantités glycérol de 469, 352, 204 et 64 ¢/l on
été ajoutés respectivement (Pamtaal, 2005). Le milieu est autoclavé a 120°C pendanimi

puis distribué dans des boites de Pétri de 9 cchamheétre a raison de 20 ml/boite.

9.2. Inoculation et incubation

La suspension de spores de la soucle fihvusest obtenue a partir d’'une culture sur milieu
PDA incubée pendant 7 jours & 28°C. Les spores susgs en suspension dans 10 ml d’eau
distillée stérile contenant 0,005% de tween 80. Séee de dilution est réalisée a partir de la
suspension mere et le nombre de spores pour clthigtien est ensuite déterminé par comptage
sur la cellule de Thoma. Les boites de Pétri cameles milieux de cultures a différentes activités
de I'eau sont ensemencées en déposant au centee ldte 10 ul de la suspension fongique
contenant environ 1 x $Gpores/ml. Les milieux sont incubés aux tempéeatate 20, 25, 30 et
37°C. Pour chaque température correspondent 4rgatéactivité de I'eaud,) (0,85; 0,90; 0,95 et
0,99). Trois répétitions ont été réalisées patanaeént. Les boites ayant les méragsont placées
dans une boite en polyéthyléene couverte de ma@iemginimiser I'évaporation d’eau. Afin de
maintenir le taux d’humidité des bacs d’eau soat@ dans les incubateurs. L'expérimentation a

duré 3 semaines.

9.3. Détermination de la vitesse de crogse mycélienne

La mesure de la croissance radiale est réalisdéestdées 24 h durant 21 jours. Pour chaque
boite de Pétri, deux mesures du diametre de lanieolont été prises sur deux angles
perpendiculaires. La croissance journaliere (véeds croissance) est exprimée en millimétres par
jour. Les comparaisons des valeurs moyennes olesepadur I'influence de I'activité de I'eau et de
la température sur la vitesse de croissance oméaligées en effectuant des analyses de la varianc
a un critere (ANOVA 1). La statistique du test é~¢té comparée a la valeur théorique en utilisant

le seuil de significatioa = 0,05.
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9.4. Détermination du pouvoir de production dAFB1

Le suivi de la production d’AFB1 par l'isolatAl flavusdans les différents traitements a été
effectué apres 7, 15 et 21 jours d’incubation. Lethude utilisée pour I'extraction des aflatoxines
est celle de Bragulat al. (2001) décrite précédemment (paragraphe 7, pageLé8dosage est
effectué par le systtme HPLC muni d’une celluleléevation au brome (KOBRA C&), selon la

meéthode décrite (Paragraphe 3.4, pages 75 et 76).
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PARTIE lll : RESULTATS ET DISCUSSION

I. Analyse de la flore fongique des échantillons dalé et des produits dérivés

Dans cette étude un total de 108 échantillons @ettiérivés a été analysé. Dans un premier
temps nous avons prélevé 85 échantillons de ldteéde 2004, composés de blé non stocké, de blé
stocké dans les silos et de blé transformé en demeben farine. L'objectif était d’analyser lari#o
fongique et de rechercher les champignons prodisct#aflatoxines et d’ochratoxine A dans la
filiere blé. En outre, nous avons prélevé 23 édhans de blé de la récolte de 2006 collectés dans
la Mitidja et les régions voisines et dans la régiae Sétif. Ces 23 échantillons représentent
différentes variétés de blé dur et de blé tendé&epées dans différentes localités. Ce deuxieme
échantillonnage répond a un double objectif, cducomparer les résultats de deux saisons (2004
et 2006) et celui d’évaluer la distribution desrpégnons toxinogénes en fonction du climat, des
variétés de blé et des localités.

1. Reconnaissance des genres et des espéces

1.1. Reconnaissance des genres

Les principaux genres fongiques identifies au codes cette étude sonAspergillus,
Penicillium, Fusarium, Alternariaet Mucor. lls ont été identifiés selon les caractéres
macroscopiques et microscopiques. L'observatiolad®uleur et de la texture de la colonie, sur le
milieu d’'isolement (DRBC), ainsi que les structumegromorphologiques permet généralement de
faire la distinction entre les principaux genres.

Le genre Aspergillus: les caracteres morphologiques de ce genre oatééjdécrits dans la
partie bibliographique consacrée aux généralitédesuchampignons producteurs des mycotoxines
(Figure 6; page 34).

Le genre Penicillium: les colonies sont généralement de couleur bleu-vexs spores,
extrémement nombreuses, sont produites en chaématep phialides groupées en pinceau (d’ou le
nom dePenicillium). Entre le stipe et les phialides peuvent s’irdencdes cellules intermédiaires
qui donnent lieu a des formes complexes. En géna@natlistingue le®enicillium monoverticillés
dont les phialides sont portées directement sustifee, les biverticillés dont les phialides sont
portées sur une rangée (verticille) de cellulesrmédiaires (métules) et les terverticillés avec un
troisieme niveau de ramification. Ces caractereges¢ a la différenciation des groupes et des
especes. Les conidies sont disposées en de loranadses et sont globuleuses, elliptiques,

cylindriques ou fusiformes, lisses ou rugueusealihgs, grisatres ou verdatres.

Le genre Fusarium: les cultures de ce genre sont d'aspects et dewsuvariés. La

reconnaissance du genffesariumest surtout basée sur I'observation des conidéefodne trés
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caractéristiques, les microconidies et les macridoes portées par des phialides (Figure 19). Les
espéeces deBusariumspp. isolées au cours de cette étude développenmikeu PDA des colonies

de couleur blanc-rosé, blanc-beige a mauve palenetevers brun jaune a brun pourpre. Les

colonies sont floconneuses ou rases et d’aspedi@cu velouté selon les isolats. La plupart des
isolats produisent des microconidies et des maaidEs et chez certains des chlamydospores ont
été observées.

Le genreAlternaria: les cultures dilternaria se présentent sous forme de colonies grises a
noiratres et veloutées. A la loupe, on observe cesines ramifiées de spores allongées a
pyriformes. Les conidiophores, foncées, sont sisple ramifiés, produisant a leurs extrémités des
chaines de conidies. Ces dernieres sont brunesicglulaires, divisées par des cloisons

transversales, longitudinales ou obliques, tréaataristiques (Figure 20).

Le genreMucor: il est caractérisé par des colonies a croissteserapide. Le thalle aérien,
de 2 a 20 mm de hauteur, est au début blanc, detvéman gris en vieillissant. Ce genre se
caractérise par la présence de sporangiophores lomgcourts, ramifiés ou non et portant des

sporocystes arrondis a columelles elliptiques owles (Figure 21).

1.2. Reconnaissance des espéces du gekegergillus

Au cours de cette étude nous avons identifié unaimk d’espéces du gemdspergillus Le
terme « espece », employé ici, peut parfois désignegroupe d’espéces appartenant a la méme
section. En effet, I'identification basée sur learactéres morphologiques ne suffit pas pour
distinguer entre certaines espéces de la mémeseéivant de présenter les résultats relatifs a la
distribution des genres et des especes au seia @ikele, nous donnons ci-aprés la liste des
principales espéces ou les groupes d’especes isblésirs caractéres morphologiqués:flavus
(AspergillussectionFlavi), A. niger(AspergillussectionNigri), A. ochraceugAspergillussection
Circumdat), A. versicolor (Aspergillus section Versicolore$, A. terreus (Aspergillus section
Terre)), A. carbonarius A. fumigatus (Aspergillus section Fumigat), A. alliaceus (forme
anamorphe dd’etromyces alliaceds A. candidus(Aspergillus section Candid) et A. glaucus
(AspergillussectionAspergillug. Les especes non identifiées sont désignéeagmargillusspp.

Les principaux caracteres d’identification Adpergillus flavus,d’A. ochraceus d’A.
carbonarius et d’A. niger « aggregate » ont été décrits dans le chapitresaco@ au genre
Aspergillus(Figure 7, page 37; Figure 9, page 42 et Figurephfe 45) Les caractéristiques des
autres especes identifiées dans cette étdalljaceus, A. candidus A. fumigatus, A. glaucus,
tamarii, A. terreusetA. versicoloj sont les suivantes:

A. candidus: colonies blanches, restreintes, denses et velsutBu microscope : tétes

bisériées, vésicules rondes, stipes lisses, canggiibériques lisses et sclérotes tardifs.
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A: aspect macroscopique sur milieu CYA. B: aspect microscopiqt

Figure 20. Aspects macroscopique et microscopique du cAlternaria.
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Figure 21 Aspects macroscopique et microscopique du ¢Mucor.
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A. fumigatus: colonies bleu-vert a turquoises, veloutées airdure blanche, avec un revers
incolore a gris-vert pale. Au microscope: tétessénées, vésicules piriformes allongées trés
caractéristiques avec des phialides portées supiaé supérieure et un stipe lisse. Cette espsice e
thermotolérante (température optimale: 37-43°C).

A. terreus : colonie brun-beige a brun-orangé, avec tétegdmmes bisériées en forme de
longues colonnes.

A. versicolor: colonies jaune-vert assez peu étendues et degesicroscope: veésicules
allongées, bisériées, stipes lisses, conidies matlrigueuses.

A. glaucus:. colonies vertes, cleistothéces jaunes et gémgeaeprésents, tétes unisériées
avec des conidies rugueuses de grandes taillesramégusqu’a 8 um.

A. parasiticus. colonies vert jaune sombres compactes et treactéaistiques. Au
microscope: tétes majoritairement unisériées caraées par des veésicules sphériques (de 30-35
um de diamétre), plus petites que celle&. dlavusrecouvertes au trois quart, donnant des phialides
portant des conidies sphériques daui@le diametre.

La morphologie des coloniesAl’ flavus et d’A. parasiticus(utilisées comme souches de
références) et des principales espéces isoléesdta®tudeX. fumigatus, A. tamarii, A. terrees
A. versicoloj sont illustrées dans la figure 22.

1.3. Reconnaissance de I'espéce Benicillium verrucosum

Dans cette étude, nous nous sommes particulierememessés a I'espede verrucosum
productrice d’OTA. Ses caractéristiques macro etromorphologiques sont présentées dans la
figure 23. Sur milieu CYA, les colonies sont de leow bleu-gris, avec présence de nombreux
sillons radiaux, peu profonds, a la périphérie.nbycélium a une texture veloutée a granuleuse, a
centre floconneux et a marge blanche étroite (InD et fine. Le revers de la colonie est de couleur
orange-brun pale. Sur milieu MEA, le mycélium esdé, a texture veloutée a floconneuse au centre
et a marge translucide. Au microscope, les conlthogs apparaissent biververticillés et rugueux;

les conidies sont de forme globuleuse ou elliptidjgses a rugueuses.

2. Distribution des genres fongiques dans les échdlons analysés

2.1. Résultats généraux

Les résultats de I'analyse fongique des 108 édlangide blé et dérivés (récoltes de 2004 et
2006) collectés pendant les phases de prée-réstitekage dans les silos et a différentes étapes de
transformation au niveau d’'une meunerie et d'umecsgerie, sont consignés dans les tableaux 17,
18 et 19. Le nombre de propagules fongique variee ddl4 et 1277 cfu/g. Cette fluctuation dans la

densité n’est pas liée a un parametre particltiereffet, une grande hétérogenéité est observée
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Aspergillus flavutNRRL 3251 Aspergillus parasiticuCBS 100926
Colonies des souches de référence poussant seur@itiapek aprés 7 jours d’incubation a 2¢

A: colonie sur milieu CYA  B: colonie sur miieMEA C: aspeimicroscopique

Aspergillus fumigatus

Aspergillus tamarii Aspergillus terreus Aspergillus versicolc

Figure 22.Morphologie des principales especes étudiées tmp@ant au genrAspergillus
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A: colonies sur CYA. Bolonies sur MEA.
Aspect macroscopique.

l'; =% /-\x.s%
SO

C: aspects microscopiques (appareil sporifere {(Apridies (B)

Figure 23. Isolat dePenicillium verrucosurmproducteur d’ochratoxine .
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Tableau 17 Distribution des principaux genres fongiquesésales échantillons de blé stockés et
non stockés de la récolte 2004.

Origine Région de Sétif Région de | CCLS de Tizi Ouzol
Boumerdes

Source Champ® Silo 1 Champ® | Silo 2 Silo ¥

Nombre

d’échantillons 20 10 7 14 10

Flore fongique 1100+ 135 480+ 96' | 672+133 |670%143 1277+ 243

(CFU/Qg)
Température (°C) 18-37 24 22-35 27 35
Humidité relative 51 28 68 32 31

Principauxgenres (¢

Aspergillus 72 81,8 38 74 70,6
Penicillium 6,8 10 5 14 12
Fusarium 12,6 2 32 53 6,5
Alternaria 6 - 13 3 6,3
Mucor 1,6 2 2 1,3 2,6
Autres 1 4,2 10 2,4 2

®%es échantillons collectés au niveau de la CCLSidieOuzou proviennent des récoltes de la région
d’Alger, de Boumerdeés et de Tizi Ouzou.

®Grains de blé de la récolte 2004, prélevés darms|ies situées dans le Nord et I'Ouest de |a dé
Sétif.

¢ Grains de blé de la récolte 2004, prélevés daesgarcelle dans la région de Boumerdés.

4 Grains de blé stockés durant 6 mois dans le sitmlte de 2004).

¢ Grains de blé stockés durant 12 mois dans l€rgitmlte de 2004).

Moyenne + écart-type.
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dans la densité de la flore fongique au sein deardéidtlons de méme origine et de méme catégorie.
Les principaux genres fongiques isolés sdxdpergillus, Fusarium, Penicillium, Alternariat
Mucor. Le genreAspergillusest le genre dominant dans la majorité des édluastianalysés
(Figure 24). Les céreales sont sans doute les eenafimentaires les plus fréquemment
contaminées par les moisissures. La contaminatot ge faire a différentes étapes de la filiere:
production, stockage, transport, transformationcoaditionnement (Doré&t al, 2002). Aucune
production végétale n’échappe a priori aux risgigss a la contamination par les moisissures et

leurs mycotoxines.

2.2. Distribution dans les échantillons blé non stié (pré-récoltes)

L’analyse des 27 échantillons de blé de la réabdt004 collectés au champ ont révélé une
nette dominance du genssspergillusdans la région de Sétif avec un taux de 72% diéota
fongique totale. Ce taux n’est que de 38% maigriesplus élevé dans les échantillons provenant
d’une parcelle de blé dans la région de Boumeldesautres champignons filamenteux isolés sont
des especes deusariumspp. (12,6 et 32%)lternaria spp. (6 et 13%)Penicillium spp. (5 et
6,8%) et Mucor spp. (1,6 et 2%).

Les proportions des genréspergillus Penicillium et Fusarium ainsi que les principales
especes du genwsspergilluspotentiellement toxinogénes isolés des 23 éclamdilde blé de la
récolte de 2006 sont présentées dans le tabledie kfenreAspergillusa été retrouvé dans tous les
échantillons avec des taux allant de 14 a 43%,uws@ moyenne de 28,5%. Ces fréquences sont
moins élevées que celles enregistrées dans leatéicims de blé et dérivés de la récolte de 2004.
Les taux moyens du genkespergillusdans les échantillons de blé de la région de $étiflans la
Mitidja et les régions voisines sont respectiveméat31,2% et 25,7% (Figure 25). Le genre
Penicillium a été isolé dans la majorité des échantillonssapdeportions allant de 4 a 26%. Les
fréequences moyennes dans les échantillons de ldjdét les régions voisines et dans la région de
Sétif sont de 10,7% et de 16,7% respectivement.

Le taux dAspergillus(72%) dans les échantillons de la récolte de 20@kvés a Sétif est
plus de deux fois plus élevé que celui de la récdé 2006 (31,2%). Cependant, le taux moyen
d’Aspergillus (38%) des échantillons de blé prélevés dans leoméde Boumerdes en 2004 est
légerement supérieur au taux moyen des échantgia@ievés en 2006 dans la Mitidja et les régions
voisines (25,7%). Les échantillons de blé de laltéae 2004 présentent donc un taux moyen plus
élevé emspergillusque ceux de 2006.
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Tableau 18 Distribution des principaux genres fongiquesésales échantillons de blé tendre et de blé dig Eurs dérivés, collectés en 2005 au

niveau de la meunerie de Tademait (Tizi Ouzougpdademoulerie de Baghlia (Boumerdes).

Origine Meunerie (Blé tendre) Semoulerie (Blé dur)

Source BPN BN® Farine Son BPN BNP Semoule Son
Nombre d’échantillons 3 3 3 3 3 3 3 3
(F(':OFrS /f‘;'g‘giq“e 650+ 127  550+230° 275x45°  350£80° | 750£150°  600220°  300% 66° 400+ 86°
Température 24 28 36 ND 23 31 30 ND
Humidité relative 31 51 60 ND 30 5C 57 ND
Principaux genres (%

Aspergillus 66 73,6 95 52,6 84 85 57 69
Penicillium 12 17,4 5 47,4 14 9 43 30
Fusarium 12 9 - - 2 - - 1
Alternaria 2 - - - - 6 - -
Mucor - - - - - - - -
Autres 8 - - - - - - -

*BPN: blé prénettoy@BN: blé nettoyé conditionné: Moyennet écart-type. ND: non déterminé.
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Tableau 19 Flore fongique totale et fréquence des geAsgsergillus,Penicilliumet Fusariumet des principales especes du gésgergillusdans les
échantillons de blé de la récolte 2006 collectés da Mitidja et les régions voisines et dans (aae de Sétif.

Mitidja et régions voisines (13}

Région de Sétif (10)

Localité Blida Mouzaia Tipaza Rouiba Boumerdés Tizi Ouzou | ESt Ouest Nord ITGE
g’z?hbeiﬁtillonsllocalité 1 3 1 3 2 3 3 2 1 4
'(:(!]E’J/eg;o(rrﬂ?/gﬁg?fan_type) 432+ 156  223t24' 508+176' |150+44' 21130 220+7¢ | 198+86' 160:54" 144:23' 640+ 210
Principaux genres (%)

Aspergillus 25 28 24 14 21 42 21 32 43 29
Penicillium 12 4 14 17 6 11 16 18 7 26
Fusarium 12 15 18 28 15 20 23 25 24 28
Principales espéces

d’Aspergillus(%)°

A. flavus 24 17 23 17 16 26 24 13 24 8
A. niger 22 34 54 32 15 22 33 58
A. ochraceus 0 23 22 0 0 25 0 0 0
A. alliaceus 0 15 0 0 0 0 0 0 32
Aspergillusspp. 54 27 23 29 59 70 29 79 50 2

MNombre total d'échantillons collectés, durant lesyAo(t, au niveau de la CCLS de BlidBlombre total d’échantillons collectés, durant leisyAo(t, au niveau de la

CCLS de SétifPosition par rapport & la ville de SéfiEchantillons prélevés au niveau de la station éxp@éttale de I'Institut Technologique des GrandekuEes
(ITGC) située a I'Ouest de la ville de Séth par rapport au total Aspergillus ‘Moyennet écart-type.
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Figure 24. Fréquence moyenne des principaux genres fongiqaks des 85 échantillons de ble
dérivés de la récolte de 2004.

45-\

40 | m Mitidja W Sétif

Pourcentage (%)

Figure 25 Fréquence moyenne des gerAspergillus, Penicilliunet Fusariumet des principales
especegpotentiellement toxinogénes dans les échantillenislél de la récolte de 20(

Note:le pourcentage des genres est donné par rapptmtahdes champignons dénomb

- le pourdage des espécesAspergillusest donné par rapport au total Aspergillus
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Globalement, les résultats obtenus montrent uneirgorce relative du genrAspergillus
surtout dans les échantillons de la récolte de 208kevés dans la région de Sétispergillusest
un champignon ubiquitaire capable de coloniserrdigabstrats et possede une grande capacité de
sporulation (Gourama et Bullerman, 1995). Les desndbliographiques actuelles indiquent que
les Aspergillusspp. sont trés répandus dans la naturée(eovaet al, 1997 et 2000) et tout
particulierement dans les régions a climat chaudnge I'Algérie (Mantle, 2002; Hocking et Pitt,
2003). Ainsi, la plupart des enquétes menées deg1ségions ont mis en évidence la prédominance
des especes fongiques du geAspergillusdans les céréales. Nos résultats sont en accoa ave
ceux rapportés sur les grains de céréales et dsagmaines (Vargat al, 1996; Berghofeet al,
2003; Accenset al, 2004; Gacet al.,2007), notamment le blé (Mazehal, 1984, Weidenbdrner
et al, 2000).

2.3. Distribution dans les échantillons de blé stkés dans les silos

L’humidité relative et la température mesurées daamssilos au moment des prélevements
varient respectivement de 28 a 32% et de 23 a §bableau 17). Les résultats de I'analyse des
échantillons de blé stockés durant 6 a 12 mois, oahtré une nette dominance du genre
Aspergillusdont le pourcentage oscille entre 66 a 84%. LeeggBenicillium a été isolé a des
fréequences allant de 10 a 14% dans les mémes @éldremtLa flore contaminant les céréales au
cours du stockage est constituée par des moisssstgmtolérantes qui sont capables de se
développer a de faibles activités de lI'eau (Miler Trenholm, 1994). Commdspergillus,
Penicillium peut aussi croitre a de faibles activités de I'eade ce fait, il est considéré comme un
champignon de « stockage » (Christensen, 198ikdpdre, le stockage pour une longue durée (12
mois) montrent une faible fréquence des geRtesarium(2—6,5%) etAlternaria (0—6,3%) lesquels

sont considérés comme des champignons de « cha(@tsistensert al, 1977).

2.4. Distribution dans les échantillons de blé etérivés (farine, semoule et son de blé)

Le niveau de contamination des échantillons deidéettoyé et de blé nettoyé est a peu pres
comparable dans les deux unités de transformaaomeunerie (blé tendre) et la semoulerie (blé
dur) (Tableau 18). En effet, le nombre de moissswarie entre 550 et 750 cfu/g. La flore fongique
des échantillons de blé tendre et de blé dur n&stey conditionnés, est composée respectivement
de 73,6% et de 85% Aspergillus Le blé nettoyé conditionné étant humidifié a saisle 18% a
20%, ceci favorise le développement des sporesdoag se trouvant au niveau des locaux et des
equipements de transformation.

Les produits finis (semoule, farine et son de pl&sentent des teneurs en moisissures allant
de 275 a 400 cfu/g. Ces valeurs sont moins impt@saque celles rapportées par Hesseltine et
Graves (1966) et Weidenboérner al. (2000). Au cours du processus de transformatiamir@n

50% de la flore fongique dénombrée dans les grdénblé nettoyes se retrouve dans le son. En
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général, la plus forte densité de moisissures @mevént dans la périphérie du grain et de ce fait
élimination des débris des grains réduira la eamhation (Chelkowskiet al., 1981b ;
Schollenbergeet al, 2002). Dans la semoule et le son de blé, nousratsss une co-dominance
des genreéspergillus(surtout) etPenicillium alors que dans la farinAspergillusreprésente 95%
de la flore fongique totale. Ldsusariumspp. ont été détectées dans le blé tendre, pogaett
nettoyé, a des taux respectifs de 12 et 9%.

3. Distribution des espéeces &spergillus dans les échantillons analysés

Parmi les espécesAbpergillus A. flavus, A. nigerA. versicoloret a un degré moindré.
terreus sont les plus dominantes dans les 85 échantitleria récolte de 2004 (Tableaux 20 et 21,
Figure 26).Aspergillus flavusisolée dans tous les échantillons, représenta 48,7% du genre
Aspergillus Dans les échantillons de la récolte de 2@06lavusreprésente des taux compris entre
8 et 26% (Tableau 19; Figure 25). Les proportiors/ennes respectives de cette espece dans la
Mitidja et les régions voisines et dans la régienS#tif sont de 20,5% et 17,2%. Ces proportions
sont comparables a celles des échantillons declateede 2004 (25,7 et 18%) pour le blé non
stocké (pré-récolte). Cependant, la plus fortedeicce de cette espece est enregistrée dans les
échantillons stockés durant 6 et 12 mois (34 ef%0), Le blé tendre et le blé dur destinés a la
transformation contiennent des teneurs allant ¢& 229% dA. flavus Les pourcentages respectifs

de cette espéece dans la farine et la semoule sdhet 6%.

Aspergillus flavugest tres répandue dans les climats chauds et odaspeiches écologiques
tres diverses (Wilsoet al, 2002). Cette espéce vit dans le sol a I'étatagapite mais est capable
de provoquer le pourrissement des grains (Hornoeh&, 1998). Des enquétes menées en Egypte
(Abdel Hafezet al, 1990 ; Atallaet al,1993), en Australie (Berghofest al, 2003), en Iran
(Ghiasian, 2004), en Turquie (Baydatral, 2005) et en Roumanie (Tabuc, 2007), ont montré la
dominance dA. flavusdans le blé.

Les fréquences A. niger dans les échantillons de blé de la récolte de Zfdkkctés au
champ dans la région de Sétif et de Boumerdés mspectivement de 33,1 et 49%. Les
échantillons de la récolte de 2006 ont révélé depqutions allant de 4 a 58% avec des proportions
moyennes de 25 et 30% pour la région de la Mitiejade Sétif respectivement. Dans les
échantillons stockés durant 6 mofs, niger représente 27 et 22 % du totaAdpergilluscontre
9,3% dans le blé stocké durant 12 mois. Cette esp&té isolée a des teneurs relativement élevées
dans la farine et la semoule (22 et 20%). ComAmigavus A. nigerest un champignon ubiquitaire

capable de coloniser une grande variété de proddatss les climats chauds, nigerest trés
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Tableau 2Q Distribution des especesAspergillusisolées des échantillons de blé stockés et non
stockés de la récolte de 2004.

Origine Région de Sétif Bl'x;éugri]oer;ddées CcéiziiaTiZi
Source Champ Silo £ Champ® SiloZ Silo&
Nombre d’échantillons 20 10 7 14 10
Espéces dispergillus(%)

A. flavus 25,7 32 18 35 40,7
A. niger 33,1 27 49 22,3 9,3
A. versicolor 14 28 18 10 21
A. terreus 12 7 1,3 19 15
A. ochraceus 2 - 4,5 15
A. carbonarius - - 7,1 - 1,5
A. fumigatus - - - 4,2 4,5
A. alliaceus - - 3 - 2
A. candidus - - - - -
A. glaucus 4,2 - - 1 13
Aspergillusspp. 9 3 3,6 4 5

®_es échantillons collectés au niveau de la CCLSideOuzou proviennent des récoltes de la région

d’Alger, de Boumerdeés et de Tizi Ouzou.

®Grains de blé de la récolte 2004, prélevés darmsfies situées dans le Nord et I'Ouest de Sétif.
‘Grains de blé stockés durant 6 mois dans le silo.

YGrains de blé de la récolte 2004, prélevés au champ

Grains de blé stockés durant 12 mois dans le silo.
'Pourcentage par rapport au total depergillus.
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Tableau 21 Distribution des espécesAgpergillusisolées des échantillons de blé et dérivés

récoltés dans la meunerie de Tademait et de lawdereode Baghlia.

Meunerie (Blé tendre)

Semoulerie (Blé dur)

Origine

Source BPN BN Farine Son | BPN BN Semoule Son
(I;l’grcnhbarr?tillons 3 3 3 3 3 3 3 3
Especes

d’Aspergillus(%)

A. flavus 29 24,5 9 8 25 28 6 16
A. niger 20 24 22 8 30 21 20 5
A. versicolor 13 12 2 26 11 12 20 25
A. terreus 14 7,4 - 12 11 13 - 16
A. ochraceus 4 - - - 5 - - -
A. carbonarius 5 8,3 - 26 - - - -
A. fumigatus - - - - - - - -
A. alliaceus - 7 16 - - - 8 -
A. candidus - 8 47 6 - 14 31 -
A. glaucus 5 2,6 - 2 18 12 15 38
Aspergillusspp. 10 6,2 4 12 - - - -

BPN: blé prénettoyé; BN: blé nettoyé conditionné.
*Pourcentage par rapport au total dspergillus.
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25 22,8 23,4
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Figure 26.Fréquence des principales espéeces du (Aspergillusisolées des échantillons de
et dérivés de la récoltes 20

Note: les pourcentages sont donnés par rappodtaludiesAspergillus
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abondant, parmi les especes ochratoxinogenes, ldangroduits alimentaires, qu’ils soient des
denrées stockées ou non stockées (Accetnal, 2004). La prévalence des membreA.diiger
dans les échantillons de blé de pré-récolte estdita résistance de leurs spores noires aux rayons
solaires et aux radiations UV (Segtaal, 2003; Romeret al, 2005). Nos résultats montrent que la
fréquence dA. nigerdans les blés prénettoyés et nettoyés, dansite fer dans la semoule oscillent
entre 20 et 30%, alors que les deux échantillorsodede blé contiennent 8 et 5%. La présenge d’
niger a des proportions relativement élevées dans ilzefat la semoule, serait attribuée a une forte
contamination des locaux de transformation paspeses de cette espece. En outre, on peut aussi
evoquer la possibilité d’'une contamination du biérd la récolte par migration entre les enveloppes

du grain (endogene).

Aspergillus versicolora été isolée dans tous les échantillons de 2004 des fréquences
allant de 10 a 28%, excepté la farine. Par contrte espéce n'a été isolée que trés rarement dans
les échantillons de 2006. Elle est rarement rappocbmme contaminant des céréales, mais est
considérée comme hautement xérophile @Rittl, 1998).Aspergillus terreus €galement été isolée
dans la plupart des échantillons de 2004 et 20@6s & des fréquences moins importantes que
celles dA. flavus et d’A. niger Aspergillus candidus est I'espéce prédominante dans les
échantillons de farine (47%) et de semoule (31%)ptédominance de cette espéce dans la farine a

éte signalée par Weidenbdrmral. (2000).

Les especes typiquement ochratoxinogeAeschraceus, A. carbonarigt A. alliaceussont
faiblement représentées dans les échantillons sémly{Cependant, au niveau de la meunévie,
carbonariuset A. alliaceusreprésentent 26 et 16% du total depergillusdu son de blé et de la
farine. Aspergillus alliaceuset A. ochraceusont été isolées dans 4 sur les 23 échantillonkg de
récolte de 2006: 2 échantillons de blé tendre (HID)2rovenant de la région de la Mitidja et 2
échantillons de blé dur (variété Waha) provenariadégion de Sétif (Tableaux 19, 20 et 21).

Des teneurs faibles A ochraceust d’A. alliaceusdans le blé ont également été rapportées
dans la littérature (Wallace et Sinha, 1962; Sanefoal, 2006). Aspergillus carbonariusa été
retrouvée dans 5 échantillons d’origine différefilé du champ, blé stocke, blé tendre prénettoyé et
nettoyé et son de blé). Cette espéce n'a pas @péntée dans la bibliographie comme contaminant
du blé. La majorité des études réalisées sur l&aounation par lefspergillusspp. des produits
alimentaires considérent ¢\’ carbonariusest moins fréquente g’ niger Mais il est fort
probable que les deux especes soient confonduggdéor’identification basée sur les caracteres
macroscopiques. Il faut rappeler 4u’carbonariuspeut facilement étre distingué Ad’ niger
« aggregate » par la plus grande taille de segliean(supérieure a 6 pmAspergillus fumigatus.

été isolée dans deux échantillons de blé stockéa dxolte de 2004 et dans un échantillon de blé
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de la récolte de 2006. Cette espéce, corAmterreuset A. flavus est connue pour étre pathogene
pour 'homme, puisqu’elle provoque les aspergilfosevasivegDenning, 1998) et pulmonaires
(Summerbell, 1998).

[I. Etude du pouvoir producteur d’aflatoxines par les isolats dAspergillus

sectionFlavi

Nous avons étudié le pouvoir producteur d’aflatexile 150 souches appartenant a la section
Flavi isolées des échantillons de blé et dérivés célieen 2004 et en 2006. Le screening des
souches aflatoxinogénes basé sur la mise en éddinla fluorescence sous U.V. sur milieu a base
d’extrait de noix de coco (CAM) et sur CCM, a ré&éin taux de production de 30 et 31,3%
respectivement (Figure 27). La fluorescence dedadines sur milieu de culture est illustrée sur la
figure 28. La détection de la production d’aflatues par visualisation de la fluorescence sur milieu
CAM est aussi performante que la détection par CEMeffet, les deux méthodes ont révélé des
pourcentages de production similaires. Seuls dsotats faiblement producteurs s’averent étre de
faux négatifs sur milieu CAM. Cependant, I'analysg HPLC a réveélé un taux de 72% d'’isolats
aflatoxinogénes. L'’HPLC munie d’'une cellule de dation au brome, KobraCell®, placée en post-
colonne, a permis de détecter méme les isolatiefadnt producteurs (quantités inferieures a 0,05
Mg/g) grace a la transformation des aflatoxinedeen dérivés bromeés, 9,10-dibromé, qui vont
présenter une fluorescence nettement supériewgbeaexistant naturellement. La figure 29 montre
des chromatogrammes des isolats producteurs aziitet B1 (AFB1) et d’aflatoxine B2 (AFB2).

Les quantités d’AFB1 produites sur milieu de cudtarbase de noix de coco (CAM) par les
différents isolats sont trés variables. Selon laantjtés d’aflatoxine B1 produites, les isolats
aflatoxinogenes ont été subdivisés en 5 catégfredsleau 22; Figure 30). On peut ainsi distinguer
des isolats fortement producteurs ayant produitoqgesitités allant de 103 a 234,6 pug/g de milieu.
Cette catégorie représente 15% des 150 isolatéstekes isolats moyennement producteurs
sécretent des quantités variant entre 12,1 et @5/@ de milieu (25%). Les isolats faiblement
producteurs (1,7 — 7,7 pg/g) représentent 5% dal wes isolats testés. Ceux produisant des
guantités a l'état de traces (0,02 — 0,09 pg/gyéssmtent 27% et les isolats non producteurs,
représentent 28%. Il faut noter que parmi les E8ats analysés, aucun ne produit I'aflatoxine de
type G. Cependant, les isolats fortement produstdiAFB1 produisent également des quantités
d’AFB2 allant de 4,6 a 125 pg/g de milieu.
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Figure 27 Fréquence des isolats aflatoxinogeneAspergillus flavus déterminée par

visualisation de la fluorescence sur milieu CAM, 8CM et par HPLC

Note. Les isolatent été cultivés sur milieu & base d’extrait dexr® coco (CAM) pendant 5 jours a 2¢

M

@

& Fluorescence blene (365 nm) E : revers jaune orangé

Isolat productemr d aflatoxines

B

Isolat non producteur d'aflatoxmes

C : (absence dela fluorescence sous T V) D revers beige

Figure 28 Mise en évidence par fluorescence sous lumieve (365 nm) de la productic

des aflatoxines pAspergillus flavusur milieu a base d’extrait de noix co
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Figure 29.Chromatogrammes des extraits méthanoliques deismats dAspergillus
flavusproducteurs d’aflatoxine B1(AFB1) et d’aflatoxin@ BAFB2).

Programme HPL(

Phase mobile composée de méth-acétonitrileeau (20:20:60 v/v) + (119 mg ¢
KBr + 350 ul de HNG; 4M). Débit: 0,5 ml/min. Pression: Z8 mPa. Volumi
d’injection: 20 plA ex. 362 nmjem. 425 nm.

L’analyse est réalisée en condition isocrati
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Tableau 22 Répartition des 150 isolats AspergillussectionFlavi en fonction de:
quantités d’AFB1 produites sur mili«CAM incubé pendant 5 jours a 28°

AFB1 (ug/g; Nombre d'isolats ~ Pourcentage (%,
103 —234,¢ 23 15%
12,1 -95,7 37 25%

1,67- 7,7 8 5%
0,02 -0,0¢ 40 27%
<ao, 005 42 28%

®Les guantités produites d’aflatoxine B1 (AFB1) été& déterminées apr
analyse par HPL!

<ao, 00s
28%

Figure 30Répartition des isolats aflatoxinogenes (en %)oectfon des quantités d'AFB:
produites (ug/g de milu) sur milieu CAM a base d'extrait de noix de coc
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La majorité des échantillons de blé a été collactdiveau des CCLS. Ces organismes ont
pour mission la collection des récoltes de céréatedes légumes secs ainsi que leur distribution
apres avoir effectué des opérations de tri po@ctiéhner les graines destinées a la semence., Ainsi
en fonction des besoins, des échanges des gramesndences sont parfois effectués entre les
différentes régions. Ceci entraine sans doute desaminations croisées et rend difficile toute
interprétation quant a la distribution des champigntoxinogenes en fonction d'un type de climat

ou d’une région donnée.

Les différences dans la distribution géographiquegbupe dA. flavusest le résultat d’'une
pression de sélection exercée par une multitudeateurs environnementaux (Hoet al, 1996;
Pildain et al, 2004). Ainsi, la température, les conditions wles, la lumiere du jour, les
précédents culturaux, I'incidence des insectea ptuviométrie peuvent influencer les populations
d’A. flavus(Orumet al, 1997). Ces facteurs et d’autres microclimats patiétre différents d’'une
région a l'autre. La distribution spatiale des papans de la sectioRlavi est aussi corrélée avec la
latitude (Cotty, 1999).

Aspergillus flavus, A. parasiticlet A. nomiussont les espéces productrices d’aflatoxines les
plus communes. Ces deux derniéres especes prodigsaflatoxines B et G (Dornet al, 1984;
Kurtzman et al, 1987; Hornet al, 1996; Klich, 2007). Aucun de nos isolats n’a produit
d’'aflatoxines de type G ce qui suggere I'absenée parasiticugparmi ceux-ci. D’aprés Ehrlicat
al., (2007),A. nomius, A. tamariet A. pseudotamarine poussent pas a 42°C. En revanche, nos
isolats producteurs d’aflatoxines poussent tougtte dempérature ce qui suggere I'absence d’
nomiuset d’A. pseudotamariproducteurs d’aflatoxines dans les échantilloredyegs. Ces résultats
laissent penser que les populations aflatoxinogéoesaminant le blé algérien sont dominéesfpar
flavus.Selon de nombreux auteurs (Bennett et Papa F&8ad et Samson, 2000; Geistral,
2000; Vargeet al, 2003; Frisvacet al, 2004) les espéces productrices d’aflatoxidedlavus A.
parasiticus A. nomiusA. parvisclerotigenusA. bombycigt A. pseudotamanisont trés proches du

point de vue phénotypique et phylogénique.

L’AFB2 détectée chez la plupart des isolats fortehpeoducteurs d’AFB1 est produite a des
teneurs beaucoup moins élevées que cette derh&apacité de production d’aflatoxines par nos
isolats est extrémement variable. Les quantitéglytes sur milieu de culture sont en effet

comprises entre 0,02 & 234,6 pg/g.
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[ll. Caractérisation des Aspergillus sectionFlavi en fonction de la production
d’aflatoxines, d’acide cyclopiazonigue et de sclétes.

Sur la base de la production d'aflatoxines, d’aagelopiazonique et des sclérotes, les 150
souches appartenant a la sectitawvi ont été subdivisées en 8 groupes (Tableau 23).

Le groupe | est constitué de 45 isolats ne produisas d’aflatoxines, de CPA et de sclérotes.
Ce groupe représente 30% du total des souch&spéigillussectionFlavi analysées. Dans ce
groupe, on retrouve six souches qui se distingpantin mycélium de couleur vert olive tirant sur
le brun (vert kaki) avec une texture granuleuspagtleur incapacité a croitre a 42°C. D’aprés ces
caractéres morphologique et physiologique, ceshssuseraient rattachéesAa tamarii (Pitt et
Hocking, 1997).

Le groupe 1l inclue les 45 isolats produisant Bafixine de type B, mais pas de CPA et de

sclérotes. Ce groupe représente 30% du total dieddsanalysés.

Le groupe Il (30 isolats, 20% du total) produitiguement le CPA sans aflatoxines ni

sclérotes.

Le groupe IV est constitué de 15 isolats ayantapacité de produire I'aflatoxine B et les
sclérotes mais pas le CPA. Ce groupe représentad&8%solats testés.

Le groupe V, moins fréquent (6 isolats, 4% du Jotatoduit I'aflatoxine B, le CPA et les
sclérotes. Dans ce groupe on retrouve un isolaype « S » (sclérotes < 400 um) qui produit
simultanément de fortes quantités d’AFB1 et d’AFB2t isolat provient d'un échantillon de blé

dur d’origine de Sétif.

Le groupe VI (3 isolats, 2% du total) produit lesug types de mycotoxines, I'aflatoxine B et

le CPA, mais ne produit pas de sclérotes.

Le groupe VII (4 isolats, 2,7% du total) produrtiguement le CPA mais ne produit pas les
aflatoxines et les sclérotes.
Le groupe VIII (2 isolats, 1,3% du total) est catost d’isolats non aflatoxinogenes produisant

le CPA et les sclérotes.

Les souches aflatoxinogenes semblent étre distto@dcatoirement dans les échantillons
analysés. En effet, elles ont été isolées a ptgources différentes (blé dur de différenteues|
blé tendre, blé stocké et non stocké), dans leigibms (la Mitidja et Sétif) et ce pour les deux
campagnes de récolte (2004 et 2006).
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Tableau 23 Répartition des isolats AspergillussectionFlavi en différents groupes
(morpho-chimiotypes) sela production, d’AFB1, de CPA et de sclérotes.

Groupe AFB1 CPA Sclérotes Pourcentage (%

| _ - - 30
I + — - 30

[l — - + 20

vV + - + 10

V + + + 4

VI + + — 2

Vil - + _ 2,7

Vil - + + 1,3

#Un seul isolat est de type S (sclérotes < a 40)) lesautres isolats sont de type L (> 400 pm).
®Pourcentage par rapport a 150 isolats testés.
AFB1: aflatoxine B1. CPA: acide cyclopiampre
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Les résultats relatifs a la production de CPA, dé® par CCM, indiquent un taux de
production relativement faible (10%) par rapporx @oennées bibliographiques. Il est connuAqu’
flavusproduit généralement les aflatoxines de type BB2e¢t I'acide cyclopiazonique (CPA), mais
cette production est extrémement variable (Ricledrdl, 1992; Horn et Dorner , 1999). En effet,
on peut rencontrer une large gamme d’isolats al@mttrés fortement producteurs au non
producteurs d’aflatoxines (Pitt, 1993; Hoeh al, 1996). Contrairement aux résultats que nous
avons obtenus, de nombreux auteurs soulignent onelation positive entre la production
d’aflatoxines de type B et de CPA. Ainsi, Frisvatdal (2005) soulignent que le CPA est produit

chez les souches productrices d’aflatoxine B, nppasschez celles produisant I'aflatoxine de type G.

Dans une étude sur IdspergillussectionFlavi des sols de culture de mais en Iran, Mehdi
al. (2006) soulignent, comme nous, une dominangée fiavuset une forte proportion d’isolats ne
produisant pas les aflatoxines, le CPA et les stdér (groupe 1). Ces auteurs rapportent un
pourcentage d’isolats aflatoxinogenes comparabteldg que nous avons obtenu. Par contre, ils
mentionnent un taux de production de CPA d’enviréfo et un taux de production de sclérotes de
'ordre de 6% parmi les isolats aflatoxinogenesor@iiet al. (2007) trouvent que 70% des souches

d’A flavusisolées du mais d’ltalie sont aflatoxinogenes ehbitié produit également le CPA.

En outre, des différences dans la capacité de ptiotudes aflatoxines peuvent étre associées
a la taille des sclérotes (Cotty, 1989; Crigtal, 2001). D’apres Hua (2002), tous les isolats de
type « S » sont aflatoxinogénes, alors que le nayple « L », le plus fréquent, comprend des
producteurs et des non producteurs. Nos résultatsrévélé une faible proportion d’isolats
aflatoxinogenes produisant des sclérotes (14%@ etdrphotype « S » a été isolé une seule fois.
Celui-ci est fortement producteur d’AFB1. Le typeS, signalé pour la premiére fois par
Hesseltineet al. (1970) est rarement rencontré (Vaamoatlal, 2003; Barrost al, 2005; Giorni,
2007). Selon Carwell et Cotty (2002), les isoldstype « S » sont rencontrés frequemment dans
des régions a températures éleveées et a faibléophéirie. Ces auteurs pensent que la production
de sclérotes de type « S » est une forme de sawxefluctuations climatiques. Saito et Tsuruta
(1993) ont classé auparavant le type «S» comnee variété dA. flavus A. flavus var.
parvisclerotigenusgui produit uniguement I'aflatoxine B. Frisvad al. (2005), I'ont considéré
comme une nouvelle espece dont certains isolatdument les aflatoxines B et G. Il est fort

probable que I'isolat de type « S » que nous awsmié soit rattaché A. parvisclerotigenus

L’incidence des isolats aflatoxinogenes est audsid la nature du substrat (Horn, 2003). Par
exemple, le nombre d’isolats aflatoxinogénes ess glevé dans les arachides (69%) que dans le
blé (13%) (Vaamondest al, 2003). Les conditions environnementales défavesalassociées
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probablement a I'environnement-sol incluant unep@rature €levée, un pH bas et une carence en
eléments nutritifs, contribuent au maintien du pouproducteur d’aflatoxines chea. flavuspour

des générations successives (Horn et Dorner, 2002).

IV. Identification moléculaire des isolatsd’ Aspergillus sectionFlavi

1. Choix des souches

Le but de cette partie est d’évaluer la variabijgihétique des isolats aflatoxinogénes isolés
des échantillons de blé et de comparer les résubigec I'identification morphologique et
chimiotypique. Pour cela nous avons choisi 08 tsotaioducteurs d’aflatoxine B et un isolat non
producteur. Ces isolats provenant des différenéggons représentent les morphotypes et les
chimiotypes des groupes | (AF18, non producteuflat@axines), Il (AFB3, AF9, AF48 et AF92),

IV (AF14), V (AF94 et AF56) et VI (AF174) présentéans le Tableau 23 (page 108). Deux
souches de référende flavus NRRL 3251 etA. parasiticusCBS 100926, ont également été

utilisées, cette derniere étant la souche-type.
2. Analyse par RFLP

Les profils électrophorétiques de restriction dagions IGS amplifiées, générés par I'enzyme
Bglll, ont permis de faire une distinction tresteetntre nos isolats ét flavusNRRL 3251 d’une
part, etA. parasiticusCBS100926 d’autre part. En effet, I'action de I'enzyme BgHl donné
naissance a 4 bandes pour tous nos isolats et/Auoflavus NRRL 3251 et 3 bandes po#.
parasiticusCBS 100926 (Figure 31). Ces résultats confortent I'idée aéendans le paragraphe I

(page 106) selon laquelle il n’y a pad\dparasiticugparmi nos isolats aflatoxinogénes.
3. Séquencage et phylogénie

Neuf isolats dAspergillussectionFlavi choisis en fonction de leur origine géographiguee, d
la production d’aflatoxines, d’acide cyclopiazoréget de sclérotes ont fait I'objet du séquencage
d’'un amplicon correspondant a la région ITS1-5.8S2 de I'ADNr. Tous les isolats testés, dont
huit aflatoxinogenes (AFB3, AF9, AF48, AF92, AFIAE-94, AF56 et AF174) et un (AF18) non
producteur d’aflatoxines, ont donné des fragmentplifiés d’environ 590 paires de bases (Figure
32). Les résultats de I'alignement ont montré ased isolats aflatoxinogénes sont identiques entre
eux a 100% (annexe Il). La souche AF18 (non afiatmgene) présente 99,8% de similarité avec ce
groupe. Le programme BLAST a montré des pourcestalgesimilarité supérieurs ou €gaux a
99,8% avec les séquences de plusieurs dizaingsedes dA. flavusdisponibles dans la banque de

donnée GenBank. Les pourcentages de similaritéhobtavec les souches-types aflatoxinogénes
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Figure 31 Profil électrophorétiqudes fragments de restriction générés par I'enzygig
de laportion IGS amplifiée a partir des amorces -F et IGS-R.
Lignes 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8 et 9: isolatAspergillussectionFlavi (AF9, AF14, AF48,
AF56, AF92, AF94, AF174, AFB3 et AF1 M: marqueur de taille (100 pb). Ligne JA.
flavus NRRL 3251. Ap:A. parasiticusCBS 100926 T: témoin négati

+— 590 pb

Figure 32 Profil électrophorétique des produits PCR obtgrarsamplification de la régic
ITS1-5.8SkTS2de '’ADNr apartir des amorces ITS1 et IT des isoalts

d’Aspergillus sectionFlavi.

Lignes 1, 2, 3, 4: isolats AspergillussectionFlavi (AF48, AF56, AF174 et AFB:
respectivement). M: marqueur de taille (100 pbynkei 5: Témoin négatif. Ligne A.
flavus NRRL 3251.
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AF9

AF56
37 AF14
AF92
23 | AF94

63 AF48

AF174

33
AFB3

78
T A. flavusCBS1009.27 [AF138287]

96

AF18

46

—— A. parvisclerotigenuBS 121.62 [EF203130]

A. toxicariusCBS822.72 [AJ874126]
A. arachidicolaCBS 117610[EF409241]

\ A. parasiticusCBS100926 [AF027862]

-

A. pseudotamariCBS765.97 [AF004931]

66 A. bombycisN\RRL26010 [AJ874120]
66 A. nomiusCBS260.88 [AF027860]
—A
0.002

Figure 33.Arbre phylogénique basé sur I'analyse des séquatetsrégion ITS1-5.8S-ITS2 de
’ADNr et montrant les relations entre nos souciseges des échantillons de blé et des
souches-types des especesspergillussectionFlavi productrices d’aflatoxines.

Le nombre figurant sur les noeuds indiquent lesqaniages du support « bootstrap » effectués
par la méthode de « neighbour-joining ». BarreQ® Substitutions par nucléotide.
Les numéros d’accés a EMBL/GenBank des séquenoesi@onés entre crochets.

AF18 est la seule souche qui ne soit pas aflatggine.
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d’AspergillussectionFlavi sont:

- 99,8% avecA. flavusCBS1009.27 [AF138287];

- 99,5% aved\. parvisclerotigenu€BS 121.62 [EF203130];

- 98,8% aved. arachidicolaCBS 1176.10[EF409241];

- 98,5% aved. parasiticusCBS1009.26 [AF027862];

- 97,5 aved. pseudotamariCBS765.97 [AF004931];

- 96,3% aved\. toxicariusCBS822.72 [AJ874126];

- 96% aved. nomiusCBS260.88 [AF027860] etA. bombycisNRRL26010 [AJ874120].

La phylogénie de nos isolats établie avec les smsitypes des especes aflatoxinogenes
d’'AspergillussectionFlavi est illustrée dans la figure 33. Nous remarquores mps isolats sont
beaucoup plus prochesAd’ flavusCBS1009.27 et & un degré moindre Al’ parvisclerotigenus
CBS 121.62, que des autres espéces de la seétiavi. Or, les souches A parvisclerotigenus
produisent de petits sclérotes (type « S ») etflatoxines de type B ou de 2 types B et G (Fdsva
et al, 2005). Par contre, les soucheé.dlavusproduisent de grands sclérotes (type « L ») et des
aflatoxines de type B uniquement. A travers cesnden, ainsi que celles de la phylogénie, nous
pouvons dire que les souches aflatoxinogenes ARB9Y, AF48, AF92, AF14, AF94, AF174 et la
souche non productrice AF18 appartiennent bieesp&ceA. flavus En ce qui concerne la souche
aflatoxinogéne AF56, une étude plus approfondie néstessaire pour savoir si elle appartient
réellement &A. flavus(comme le suggere I'étude phylogénétique) du parvisclerotigenugau vu

de ses sclérotes de type S).

La phylogénie effectuée sur la base du séquengade egion ITS1-5.8S-ITS2 de 'ADNr
n'a pas permis de faire la distinction entre lesrpho-chimiotypes présentés dans le tableau
23 (page 108). Les résultats de I'analyse moléaulznfirment donc I'hypothése avancée dans le
paragraphe Il (page 106) et selon laquelle lesisalflatoxinogénes isolés des échantillons de blé
et dérivés ont une méme origine et que I'esp&cavusest la principale source d’aflatoxines. Il
est connu quA. flavus présente une grande diversité du point de vue motoglgue et
chimiotypique due probablement a une instabilitécel¢ains de ces caracteres ou a une évolution
dans le temps de cette espece. Il n'est donc pgwesant d’avoir des isolats aussi variés
phénotypiqguement au sein de cette espece. D’alléaidominance &. flavusdans les aliments a
été signalée par de nombreux auteurs (Bayman ey,C®&91; Hornet al, 1996; Cotty, 1999;
Pildainet al, 2004;Changet al, 2006).
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V. Etude du pouvoir producteur d’ochratoxine A par les isolats dAspergillus et

de Penicillium

L’étude du pouvoir de production de 'OTA a étéliggse sur milieu de culture CYA pour un
total de 218 isolats appartenant au geAspergilluset Penicillium issus des échantillons des
récoltes de 2004 et 2006.

Les résultats concernant les échantillons de lalteede 2004 sont consignés dans le tableau
24. Parmi les 158 isolats (135Adpergillus et 23de Penicillium), 51 (32,3%) se sont révélés des
producteurs d’'OTA avec une limite de détection g@20ng/g de milieuTous les isolats &.
alliaceus(6) et A. ochraceug10) et 8 isolats sur 10 4. carbonariussont ochratoxinogenes. Bien
gueA. niger« aggregate » soit dominant dans les échantitlerisié analysés, seuls 7 isolats sur 25
(28%) produisent 'OTA. Les autres isolats producsesontA. terreus (5 isolats sur 10)A.

versicolor(4 sur 22) A. fumigatug2 sur 5) ePenicilliumverrucosums sur 23).

Le tableau 25 montre que I'OTA peut étre produite fes isolats dispergillus et de
Penicilliumisolés de différents échantillons de blé de soatadorigine différente (blé non stocke,
blé stocké et produits dérivés). Par conséquertte erycotoxine peut étre retrouvée dans les
différents maillons de la chaine, y compris danprteduit final (farine et semoule). Les quantités
respectives d’OTA produites pé. alliaceuset A. ochraceussont comprises entre 0,53-1,66 et
0,23-11,50Qug/g, respectivement. Celles produites parcarbonariusvarient de 0,01 a 9,35 pg/g.
Les 7 isolats dA. niger « aggregate » sont trés faiblement ochratoxinagé®®1-0,03 pg/g). Par
ailleurs, les isolats appartenamaterreus, A. versicolp@Aspergillussp.et Penicillium verrucosum
ont produit également des quantités d’OTA relatigatfaibles (0,01 a 0,12 ug/g).

Pour les échantillons de la récolte de 2006, ual the¢ 60 isolats (5@spergillusspp. et 10
Penicilliumspp.) a été analysé. La plupart des isolats tegigartiennent aux espéces suivantes:
alliaceus, A. ochraceus, A. nigeraggregate »A. terreuset Penicillium spp (Tableau 26). La
fréquence des isolats producteurs d’'OTA est de @®B/60) dont la moitié (9) appartienfaniger.

Le taux d'isolats ochratoxinogénes est plus éleagsdes échantillons de la région de la Mitidja
(37,5%) que ceux de la région de Sétif (21,4%) Idal 27). Les quantités produites sont
comprises entre 0,78 et 266,46 g/g de milieu. uantjté moyenne d’OTA produite par les isolats
issus des échantillons de la Mitidja et des régiaisines est environ 4 fois plus grande que celle
des isolats de la région de Sétif. Cette différesie®plique par la présence des deux isolats d’
alliaceuset d’A. ochraceudres fortement producteurs dans un échantillomldetendre collecté
dans la Mitidja. Les autres isolats ochratoxinogesantPenicilliumsp. (2) etA. fumigatug1). Les

taux des isolats ochratoxinogénes pour les deuades (2004 et 2006) sont comparables (32,3 et
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Tableau 24 Nombre et pourcentage d’isolat®\dpergilluset dePenicillium
ochratoxinogenes isolés des échantillons de 2004.

Nombre Nombre d’isolats
Espece d'isolats ochratoxinogénes (%}
testés
A. alliaceus 6 6 (100)
A. candidus 5 0 (0)
A. carbonarius 10 8 (80)
A. flavus 15 0 (0)
A. fumigatus 5 2 (40)
A. glaucus 5 0 (0)
A. niger 25 7 (28)
A. ochraceus 12 12 (100)
A. terreus 10 5 (50)
A. versicolor 22 4 (18)
Aspergillusspp. 20 1(5)
Penicilliumspp. 23 5(21,7)
Total des isolats 158 51 (32,3)
testés

®.a production a été réalisée sur milieu CYA incal#8°C pendant 7
jours puis analysée par HPLC.
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Tableau 25 Distribution des isolats producteurs d’OTA dags échantillons de blé et dérivés

collectés en 2004 a différents stades (pré-récstibekage et produits finis).

Production dOTA

Nombre d’isolats ggyrce Localité
(espéces) (ug/g de CYA)
A. alliaceus
2 Blé de prerécolte Tizi Ouzot 0,86-1,0¢
2 Blé dur nettoy Semouleri 0,53-1,0z
1 Blé dur stocke Silo Tizi Ouzol 0,62
1 Farine Meunerie 1,6¢€
A. carbonariu
3 Songros Meunerie 0,02- 0,0t
2 Blé de prerécolte Tizi Ouzou 0,01- 0,15
2 Blé tendrenettoye Meunerie 0,01- 0,02
1 Blé dur stocke Silo Tizi Ouzol 9,3t
A. fumigatu
2 Blé dur stocke Silo Tizi Ouzol 0,02- 0,0«
A. nigel
2 Blé de pr-récolte Sétif 0,03
2 Blé de pr-récolte Tizi Ouzot 0,01- 0,0z
2 Blé dur stock Tizi Ouzot 0,01
1 Blé tendrenettoye Meunerie 0,0z
A. ochraceu
8 Blé dur stock Silos Sétif et Tizi Ouzc 0,35-11,5(C
1 Farine Meunerie 5,67
1 Semouli Semouleri 3,3C
1 Blé de pr-récolte Tizi Ouzou 0,2:
A. terreu:
1 Blé dur stock Sétif 0,07
2 Sor gros Semouleri 0,01-0,0¢
1 Blé durnettoye Semouleri 0,0¢
1 Blé de pr-récolte Tizi Ouzou 0,01
A. versicolo

Silos de Sétif et Tiz

2 Blé dur stock Ouzou 0,01
2 Farine Meunerie 0,01
1 Sor gros Meunerie 0,01
Aspergillussp
1 Semoul Semouleri 0,1z
P. verrucosum
2 Blé de pr-récolte Sétif 0,01-0,0z
2 Farine Meunerie 0,01- 0,04
1 Blé durstocke Silo Tizi Ouzol 0,01

% a production a été réalisée sur milieu CYA incal#8°C pendant 7 jours.
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Tableau 26 Especes fongiques ochratoxinogenes et teneu®§ Ardans les échantillons de blé de la
récolte 2006 collectés dans les régions de la jdigtide Sétif.

Espéce fongique

Origine des échantillons

Quantité d’'OTA

Producteurs (42)

(Nombre Produite par Teneur dans

d'isolats) Variété de blé Localité Région isolat sur  I'échantillon
CYA (ug/g) de blé (ng/kd)

A. ochraceugl) | BT HD 1220 Mouzaia Blida 216,33 21,5

A. alliaceus(1) BT HD 1220 Mouzaia Blida 266,46 21,5

A. alliaceug(1) BD Waha brut ITGC Setif 34,14 15,35

A. ochraceugl) |BD Wabha brut Sétif-Est Setif 18,24 7,8

A. ochraceugl) |BTHD 1220 Mouzaia Blida 13,57 0,42

A. niger(1) BT HDR1 Rouiba Alger 4,85 3,65

A. niger(1) BD Vitron ér‘mﬁur Tipaza 5,23 5,6

A. niger(1) BD MBB nettoyé  Sétif-Ouest  Sétif 19,15 ND

P. verrucosunfl) |BD Ghen's Blida Blida 4,35 ND

A. ochraceugl) |BT HDR1 Rouiba Alger 2,79 3,65

A. fumigatugl) |BT Hidhab Les Issers Boumerdés 4,35 ND

A. niger(1) BD Vitron Boumerdes Boumerdés 1,98 ND

P. verrucosun{l) |BD Waha brut Seétif-Est Setif 2,23 ND

A. niger(1) BD Ghen's Mouzaia Blida 1,21 ND

A. niger(1) BD Waha brut Sétif-Est Setif 1,20 7,8

A. niger(1) BD Hoggar Rouiba Alger 1,04 0,78

A. niger(1) BT HD 1220 Mouzaia Blida 1,25 0,42

A. niger(1) BD MBB nettoyé  Sétif-Ouest  Sétif 0,78 ND

Isolats non BD Ghen's Boumerdes Boumerdés ND 9,23

% chantillons de blé d’ou sont originaires les espé&orrespondantes de champignons.
BT: blé tendre; BD: blé dur; ND: non détecté;itaile de détection de I'OTA est de 0,02 pg/kg.
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Tableau 27 Nombre et pourcentage d’isolat\dpergilluset dePenicilliumochratoxinogénes
isolés des échantillons de blé de la récolte 2206 les régions de la Mitidja et de Sétif.

Région Mitidja Setif Total
Nombre d'isolats testés 32 28 60
12 (37,5%) 6 (21,42%) 18 (30%)

Nombre d’isolats ochratoxinogénes (%

Quantités maximales et minimales d'OTA
_ 1,04-266,46 0,78-34,1 0,78-266,46
produites (1g/Q)

Quantité moyenne (Lg/g) 43,62 12,6 28,1
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30%). En revanche les quantités produites pastdats de 2006 sont largement supérieures a celles
des isolats de 2004 (Tableaux 25 et 27). Ces diffé&gs dans la production au sein d’'une méme

espéce ont été signalées par de nombreux auteurs.

La production d’'OTA est liée a la physiologie prepde chacune des especes et aux
parametres écologiques (température, sol, précedeulturaux, précipitations et pratiques
culturales) (Bayman et Baker, 2006). La productib@TA dans les régions a climat chaud est
généralement attribuée aux especes du gAaspergillus Par contre, dans les régions a climat
tempére, c’est les espéeces Renicillium qui sont responsables de la production de cett@eox
Toutefois, ces deux genres peuvent étre retrouands kgs différentes denrées stockées ou dans les
produits en cours de transformation (Magan et Ald2005). Chez le genrenicillium, deux
especes sont capables de produire 'OFAverrucosunet P. nordicum(Larsenet al, 2001). Cette
derniere contamine souvent les produits riches retéijpes et les produits fermentés a base de
viande ou de fromage (Lund et Frisvard, 2003). Mamdats du genrdenicillium producteurs
d’OTA appartiendraient B. verrucosum

En résumé, les principales especes impliquéesldgmeduction d’'OTA dans le blé algérien
sont surtouAspergillus ochraceus, A. alliaceus, A. carbongyet a un degré moind#e. niger, A.

terreus, A. fumigatys\. versicoloret Penicillium verrucosum

Les 3 premieres espéces sont trées connues pourgtande capacité a produire 'OTA
(Baymanet al, 2002; Abarceet al, 2003; Battilaniet al, 2003; Taniwakiet al, 2003). D’apres
Samsonet al. (2006), la production d’'OTA chez les isolatAdochraceus’est pas trés stable,
contrairement &. alliaceus Comme nous I'avons souligné dans la partie rédikographique, il
est tres difficile morphologiguement de faire lastofiction entre les espéces de la section
Circumdati De ce fait, il est fort probable que nos isoldésignés plus haut comme étant
ochraceusappartiennent a d'autres espéces ochratoxinogeassproches &. ochraceus La
production d’'OTA par les isolats Al carbonariusrapportée dans la littérature est aussi variable
(0,50 a 234 pgl/g) (Bragulat al, 2001; Romeret al, 2005). De méme, le pourcentage d’isolats
producteurs dA. niger« aggregate » peut varier en fonction du nombrep#ees testées ainsi que
leur origine géographique (Abaretal, 1994 ; Nakajimat al, 1997; Belliet al, 2004). Da Rocha
Rosaet al. (2002) et Magnolet al. (2003) ont rapporté des taux de production de AQE 30% et
43,1% respectivement. Les quantités produitesApanriger demeurent toujours inférieures a celles
produites parA. ochraceus, A. alliaceust A. carbonarius Nos résultats corroborent avec ceux
rapportés dans la bibliographie (Abaetaal, 1994; Téreret al, 1996; Romeret al, 2005). La
production d’OTA parA. terreuset A. versicolor a été rapportée respectivement par Uenal.
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(1991) et Abarcat al. (1997). La production d'OTA pak. fumigatusa été signalée par Atalla et
El-Din (1993) et Abarcat al.(1997).

Il faut souligner que la capacité de productiorvitro par certaines souches ne traduit pas
obligatoirement les mémes capacitasvivo. En effet, il peut y avoir de souches capables de
produire la mycotoxine dans les conditions natasethais pas dans les conditions de laboratoire et
inversement (Mantle, 2002; Medir al, 2005). Cette hypothése peut d’ailleurs expliqeer,
partie, I'absence de corrélation entre le taux idetats mycotoxinogenes et la présence de la

mycotoxine dans une denrée comme cela a été oldangéotre cas.

VI. Contamination des échantillons de blé et dériv@par I'aflatoxine B1 et
I'ochratoxine A

L’analyse par HPLC de I'AFB1 et de 'OTA a été iiéak pour 53 échantillons, dont 30
échantillons de blé et dérivés collectés en 2003etchantillons de blé de la récolte de 2006. Le
taux de contamination global par les deux mycotesiast présenté dans le tableau 28 et la figure
34. Des chromatogrammes de 2 échantillons de Ioiaconés par I'AFB1 et I'OTA sont présentés
dans les figures 35 et 36. Nous remarquons quen®re d’échantillons contaminé par 'AFB1 est
supérieur au nombre de ceux contaminés par I'OTA. efet, 56,6% des échantillons sont
contaminés par 'AFB1, alors que le taux moyen olet@mination par 'OTA n’est que de 35,8%.
Les taux de contamination des échantillons desltelcde 2004 et 2006 sont respectivement de
53,3 et 60,9% pour 'AFBL1 et de 40 et 30,4% poOITIA. Pour les échantillons de blé de la récolte
de 2006, le taux de contamination par 'AFB1 eshparable dans les régions de la Mitidja et de
Sétif (61,5 et 60% respectivement). Le nombre diétlons contaminés par I'OTA est plus élevé
dans la région de la Mitidja que celle de Sétif,24€& 10% respectivement) (Figure 37). Sur les 30
échantillons contaminés par 'AFB1, cing (13,3%§g@ntent des teneurs supérieures a la norme
européenne qui est de 5 pg/kg et 2 présentent ethesirs supérieures a la norme algérienne,

laquelle est de 10 pg/kg.

1. Contamination des échantillons de blé et dérivésap les aflatoxines

Les teneurs en AFB1 dans les échantillons de bl&kés et non stockés de la récolte 2004 varient
de 0,13 a 37,42 pg/kg (Tableau 29). Les échansiltmilectés au niveau de la CCLS de Tizi Ouzou
issus des récoltes de la région de la Mitidja et gions voisines (Alger, Boumerdes et Tizi

Ouzou) présentent généralement des teneurs phseglen AFB1 que ceux provenant de la région
de Sétif. En effet, les teneurs en AFB1 sont ieiénies a 1 pg/kg (0,13 et 0,87 pg/kg) pour les

échantillons collectés a Sétif et supérieures g/kgy dans leur majorité, dans les échantillonkde
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Tableau 28 Résultat global du taux de contamination par BAFet 'OTA des 53 échantillons ¢
blé et dérivés collectés en 2004 et en 2006 dangtgons de la Mitidja ele Sétif.

Mycotoxine
Echantillons
AFB1 OTA
Echantillons Nombre d’échantillons contaminés/total 16/30 (53,3% 12/30 (40%)
de 2004
Nombre d’échantillons > a 5 pgi 1 1
Echantillons Nombre d’échantillons contaminés/total ( | 14/23(60,9% 7/23 (30,4%)
de 2006

Nombre d’échantillons >a5 ug

4

4

Nombre d’échantillons contaminés/ total des écHan$
analysés (%)

Nombre total d'échantillons dépassant la normb deg/kg
(Normes Européenne) (%)

Nombre total d’échantillon dépassant la norme dad/f@g
(Normes Algériennes) (%)

30/53 (56,6%)

5 (16,7%)

2 (6,7%)

19/53 (35,8%)

5 (26,3%)

Norme non
définie

% de contamination

70 61
53,3

60

40 30,4
30
20

10

56,6

35,8

0

B Aflatoxine B1

B Ochratoxine A

Figure 34 Résultat global du taux de contamination par BAEt 'OTA des échantillon
de blé de la récolte 2004 et 2006 prélevées dangdgsns de la Mitidja et de Sét
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Programme HPLC pour I'analyse de I'AFI

Phase mobileomposée de métha-acétonitrileeau (20:20:60 v/v) + (119 mg de KBr + 3@de
HNO; 4M).

Débit: 0,5 ml/min. Pression: -30 mPa. Volume d’injection: 20 (.ex. 362 nmiem. 425 nm.
L’analyse est réalisée en condition isocratic

Figure 35Chromatogramme d’un échantillon de blé contaminé|'AFB1.

CTA

0 1 2 3 4 5 6 7 8 8 10 1 12 13 14 1

Programme HPLC pour I'analyse de 'O

Phase mobile composée d’acétoni-eau-acide acétique (57:41:2 v/v).

Débit: 1 ml/min. Pression: -90 mPa. Volume d'injection: 80 Lil.ex. 333 nmiem. 466 nm.
L’'analyse est réalisée en condition isocrati

Figure 36 Chromatogramme d’un échantillon de farine cont@&mgar 'OTA.
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région de la Mitidja. Les plus fortes concentrasidt,69-37,42 pg/kg) ont été retrouvées surtout
dans les échantillons de blé stockés durant 12.rmMisces échantillons sont les plus contaminés
parA. flavus(40,7%). Bien que la contamination parflavusdes échantillons provenant de Sétif
soit aussi importante (25,7 et 32%), les quantitd$B1 détectées sont relativement faibles. Ces
niveaux faibles observés peuvent s’expliquer paclilmat sec, moins favorable a la production
d’aflatoxines.

L'incidence de la contamination des échantillondblgecollectés au niveau des deux unités de
transformation de blé (meunerie et semoulerie) $g&mloins importante, puisque 2 échantillons sur
8 ont révélé la présence d’AFB1. Un échantillonsde gros issu de la transformation de la farine

en contient 3,37 pg/kg, et un autre de la semduds ug/kg (Tableau 30).

Le résultat global du niveau de contamination faifatoxine B1 et 'OTA des échantillons
de la récolte de 2006 est illustré dans le tabBdaul es taux de contamination des échantillonsade |
Mitidja et des régions voisines et la région defSént respectivement de 61,5 et 60% pour 'AFB1
et de 46,1 et 10% pour I'OTA. Les teneurs en AFBA®tOTA dans les différents échantillons
positifs sont présentés dans le tableau 32. Pasnit|échantillons dont les teneurs dépassent la
norme, un provient de la localité de Boumerdes®8lautres de la région de Sétif. L’échantillon de
blé dur (var. Ghen’s) prélevé a Boumerdés contleéh96 pg/kg d’AFB1 (et aussi 9,23 pg/kg
d'OTA).

Tres peu de travaux ont été rapportés sur la conédion du blé par lesAspergillus
aflatoxinogéenes et par les aflatoxines, car la nt@jales pays grands producteurs de blé dans le
monde sont situés dans les régions a climat tengare lesquelles ce champignon n’a peu ou pas
d’'impact significatif. En effet, la majorité deskgications ont été consacrées a la contamination du
mais et du riz cultivés surtout dans les climatauds. Les quelques résultats rapportés sur la
contamination du blé par les aflatoxines concerdestéchantillons de blé et dérivés collectés aux
niveaux des commerces. Par conséquent, peu diat@mns sont disponibles sur [lorigine
géographique du blé analysé et ses conditionsabiagje. Il est donc trés difficile de faire des

comparaisons avec certaines données bibliographique

A titre d’exemple nous présentons dans le tabl@agu&lques résultats relatifs aux teneurs en
aflatoxines dans quelques céréales. Nous remarqgoasles teneurs en aflatoxines varient
considérablement en fonction du pays d’origine ettgpe de céréales. Ainsi, l'incidence des
aflatoxines dans les farines de mais et de blé agialisées au Maroc est de 80 et 17,6%
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Tableau 29 Détection de I'aflatoxine B1 et de 'OTA dans keshantillons de blé de la récolte 2004
collectés au champ et stockés dans le silo dangédgsns de Sétif et de Tizi Ouzou.

Origine Région de Sétif Boumerdes CCLS deZi Ouzou
Source Champ Silo 1 Champ Silo 2 Silo 3
Aflatoxine B1
Nombre d echantlllons e & 3 6P 5b
analysés
Nombre d’gphantlllons 1 5 5 5 4
positifs
AFB1 (ug/kg) 0,87 0,13; 0,44 1,35; 3,41 0,31-4,62 1,69437
Ochratoxine A
Nombre d ech,antlllons e & 3 & 5
analyses
Nombre d’gphantlllons 1 3 5 3 1
positifs
OTA (ng/kg) 0,76 0,21- 1,6 0,45 1,65 1,2-3,91 1,74

%Chaque échantillon est constitué d’'un mélange déch@ntillons prélevés dans une parcelle d’'un hecta
selon le plan de prélevement décrit dans la pardggriel et méthodes.
® Chaque échantillon représente une cellule de syecka

Tableau 30 Détection de 'aflatoxine B1 et de 'OTA dans Eshantillons de blé collectés au
niveau de la meunerie et de la semoulerie darégian de Tizi Ouzou.

Origine Meunerie (blé tendre) Semoulerie (blé dur)
Source Ble Ble . Farine Son Ble Ble . Semoule Son
tendre nettoyé dur nettoyé
Nombre
d’échantillons 12 1 1 1 1 1 1 1
analysés
Nombre
d’échantillons positifs 0 0 1 1 0 0 1 1
AFB1 (ug/kg™) ND ND ND 3,37 ND ND 1,18 ND
OTA (ng/kg) ND ND 4155 ND| ND ND ND 3,31

3

%Chaque échantillon est constitué d’'un mélange deud-échantillons prélevés selon le protocole ritdéc
dans la partie matériel et méthodes.
ND: non détectée; la limite de détection de I'’AR&L de 0,005 pg/kg et celle de 'OTA, 0,02 pg/kg.
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Tableau 31 Reésultat global du niveau de contamination pafldtoxine B1 etI'OTA des
échantillons de blé de la récolte 2006 collectésmais aprés la moisson, dans
régions de la Mitidja et de Sé

Région Mitidja Sétif Total

Nombre d'échantillons

Analysés 13 10 23

Aflatoxine B1

Nombre d'échantillons

0 0 0
positifs (%) 8 (61,5%) 6 (60%) 14/23 (60,9%

Teneur en pg/kg 0,22-13,96 0,21-7,0 0,21 13,96

Ochratoxine A

Nombre d'échantillons| 6 (46,1%) 1 (10%) 7/23(30,4%)
positifs (%)
Teneur en pg/kg 0,42-21,5 15,35 0,4-215

%Chaque échantillon est constitué d’'un mélange souséchantillons prélevés selon
protocole décrit dans la partie matériel et méthi

% de contamination
70 61,5

60
50
40
30
20

10

0
Mitidja Sétit Total

| Aflatoxine Bl B Ochratoxine A

Figure 37 Taux de contamination global par 'AFB1 et 'OTdes échantillons de b
de la récolte 2006 prélevés dans les régiona MEtidja et de Séti
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Tableau 32 Détection de I'aflatoxine B1 et de 'OTA dans tsshantillons de blé de la récolte de 2006 colgedtns les régions de la Mitidja et

de Sétif.
Région Mitidja et régions voisines (13} Sétif (10)
Localité Blida Mouzaia Tipaza | Rouiba Boumerdés Tizi Ouzou Esf Ouest Nord ITGCH
g’zr:hbeiﬁtillonsllocalité 1 3 1 3 2 3 3 2 1 4
Aflatoxine B1 (ug/kg)| ND 0,15-2,39 0,56 0-1,02 2,95; 13,96 0-0,22 0-1,4 2,25;5,26 7,0 0-6,1
Ochratoxine A (ng/kg)ND 0-21,15 5,6 0-3,65 0;9,23 0-1,23] ND ND ND 0-15,35

®;Nombre total d’échantillons collectés, durant ldsrbAodt, au niveau de la CCLS de Blida.
®Nombre total d’échantillons collectés, durant lesyiAodt, au niveau de la CCLS de Sétif.

“Position par rapport a la ville de Sétif.

Echantillons prélevés au niveau de la station éxmértale de I'Institut Technologique des GrandekuEes (ITGC) situé du coté ouest de Sétif.

ND: non détectée, la limite de détection de I'’AR&t de 0,005 pg/kg et celle de I'OTA, 0,02 pg/kg.
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Tableau 33 Exemples des niveaux de contamination de quelgéetales par
les aflatoxines rapportés dans la bibliographie.

Pays ceréale Toxine  Teneur (ug/kg)  Références
Algérie Ble AFB1 0,13437,42 Nos résultats.
Blé AFB1 0,03a0,15 L
Maroc Maiis AFB1 0234112 Zinedineet al (2007).
. . AFB1 50
Argentine Mais AEB2 30 Nepoteet al (1997).
Brésil Mais AFB1 0,2-129 Vargas al (2001).
Corée Riz AFB1 4,3 Part al (2005).
Etats Unis  Mais /\iatoxines 0-35 Abbast al (2002).
totales
Ethiopie Blé AFB1 26 Ayalewet al. (2006).
France Mais AFB1 4-34 Garen al. (2006).
Inde Mais AFB1 0-26,8 Janardhastal. (1999).
Turquie Ble AFB1 0,03-0,21 Baydatal. (2005).
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respectivement (Zinedingt al, 2007a) et les plus fortes quantités sont retresidans la farine de

mais.

L’absence de corrélations entre l'incidence de ammation par les especes aflatoxinogenes
et les teneurs en aflatoxines dans les échantilogte signalée (Russel et Paterson, 2007; Tabouc,
2007). Ainsi, ces champignons ont été isolés puatitent a des niveaux élevés dans les différentes
céréales analysées en Espagne, dont les taux twripation atteignent parfois 100% dans le blé
et le mais. Cependant, les aflatoxines n’ont pagiétectées dans ces échantillons (Jimehet,
1991). La présence d’isolats aflatoxinogénes danblé de pré-récolte des différentes régions
d’Egypte a été signalée (El-Kady et EI-Maraghy, 4)9®’autres investigations ont permis d’isoler
des membres A. flavus, A. parasiticus, A. ochraceasA. versicolor(Atalla et al. 1999) et de
détecter la présence des 4 types d'aflatoxinesBB1G1 et G2) et d’'OTA dans le blé.

Du fait de ses caractéristiqgues physiologiquesigsamce a température élevée), le groupe
d’A. flavusest tres répandu dans les régions a climat chiaadcepe des niches écologiques trés
diverses (Wilsoret al, 2002). Des isolats aflatoxinogenes appartenaticpikerement aA. flavus
sont parmi les champignons toxinogénes retrouvéss dees céréales dans les régions
méditerranéennes (Logrieeb al, 2003). En effet, les changements dans les conditlimatiques,
caractérisés par des étés exceptionnellement chaummsme en 2003, dans certains pays
meéditerranéens (ltalie, Espagne, Grece..) a cordlatcontamination exceptionnelle des céréales
par les aflatoxines (Pietet al.,2004; Giorniet al.,2007).

Il semble que leéspergillusaflatoxinogenes seraient constitués par une mosaigspéeces
appartenant a différents clades qui se dévelopgamé des niches écologiques diverses dans les
climats chauds (Cotty, 1997). En dépit de cettadgadiversité de niches écologiques qu’'occupent
les Aspergillus aflatoxinogénes, il est généralement admis que riecipal réservoir de ces
champignons sont les sols cultivés (Hetral. 1996; Horn et Dorner , 1999). Les sclérotes sdrven
dans ce cas comme propagules d’infection danslléBsyyman et Cotty, 1991) et contaminent
diverses variétés de récoltes par contact directl¢e arachides) ou a travers une dispersionepar |
vent ou les insectes (ex. graines de céréaledglibjlet al, 1980; Leeet al, 1986). Les insectes
endommagent I'enveloppe des grains, ce qui favdaspénétration de I'inoculum a lintérieur.
Pour le mais, naturellement contaminé par des ter#avées en AFB, la toxine se retrouve dans
les fractions du germe et de l'enveloppe, maisélgartition varie en fonction du taux de
contamination. Dans le gruau et la farine, qui patiennent que peu de matieres grasses, on
retrouve seulement 6 a 10% d’AFB1 (Lopez-Garcial €1999).
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2. Contamination du blé et dérivés par 'OTA

Le résultat global de la contamination par I'OTAsdéchantillons de blé et dérivés des
récoltes de 2004 et 2006 est présenté dans leataBi et la figure 37. Les résultats détaillés sont
consignés dans les tableaux 29, 30 et 32. Le resmutedextraction pour I'OTA varie entre 65,3 £
6,4% a 72,8 = 10,4%. Ces sont considérés commsfagasints si on les compare a ceux rapportés
dans la bibliographie. En effet, des taux de reratgrnompris entre 72,3 + 3,2% a 76,1 + 5,7% ont
été obtenus par Moliniet al. (2005) et EI Adlounkt al (2006) qui ont utilisé la méme méthode
d’extraction. Sur les 53 échantillons analyséssd® contaminés, soit un taux de 35,8%. Les taux
de contamination respectifs des échantillons cidteen 2004 et en 2006 sont de 40 et 30,4%. La
moitié des échantillons de blé (4/8) de la récdike2004, collectée dans la région de Sétif, est
contaminée par 'OTA ( 0,21 a 1,6 pg/kg), alorsuquseul échantillon de la récolte de 2006 sur les
10 analysés a révélé la préesence d’OTA (15,35 | gikgrevanche, les échantillons de la récolte de
2006 provenant de la Mitidja et des régions vosi(wlger, Blida, Boumerdes et Tizi Ouzou)

révelent un taux de contamination de 46,2%.

Les 18 isolats ochratoxinogénes de la récolte @6 20t été isolés de 6 sur les 7 échantillons
de blé contaminés par 'OTA (Tableau 26). L’échiéoti de blé tendre (HD1220) provenant de la
localité de Mouzaia (Blida) et les deux échantslale blé dur (Waha) provenant de deux localités
de Sétif (Sétif-Est et ITGC de Sétif) contiennezst feneurs les plus élevées en OTA (21,5; 15,35 et
7,8 ng/kg, respectivement). Ceci coincide aveadagnce dA. alliaceuset A. ochraceusles plus
fortement productrices d’OTA (13,57 a 216,33 pgégilieu) dans ces échantillons (Tableau 26).
Seul I'échantillon de blé dur (var. Ghen’s) proveinde la région de Boumerdés dont la teneur en
OTA est de 9,3 pug/kg ne présentait pas disolatsratoxinogénes. L'absence du champignon
responsable de la production d’OTA dans cet éclh@amtserait vraisemblablement lié & un stress

ayant provoqué sa disparition.

En outre, nos résultats ont montré que cette myawtoa été détectée dans les échantillons
d’origine et de sources différentes (grains desbdékeés et non stocké, farine et son gros) (Takleau
29, 30 et 32). Le taux de contamination des éclhamdide la récolte de 2004 (40%) est legerement
supérieur a celui de la récolte de 2006 (30,4%iutdfois, les teneurs en OTA dans les échantillons

de 2006 sont relativement plus élevées.

Les données bibliographiques sur la contaminates céréales par 'OTA sont trés variées
(Petzinger et Weindenbach, 2002). Certains autsigealent la présence d’'OTA dans les
échantillons de grains de céréales a des teneupsrisures a la norme (5 pg/kg) (Czerwieeti,
al., 2002; Abdulkadaet al, 2004). D’autres mentionnent I'absence de cetteatoxine dans les
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graines de céréales (Malmauegtal, 2002; Rizzcet al. 2002; Bleseet al, 2004). La présence de
I'OTA dans les graines dépend essentiellement dedittons de récolte, de séchage et de stockage.
En outre, des variations annuelles dans les talesativeaux de contamination des céréales (blé,
orge et mais) ont été observées par plusieursrautdurcevieet al, 1999; Scudamore, 1999; Rizzo
et al.2002; Blesat al, 2004).

D’aprés SCOOP (Task 3.2.7, European 2002), les@mnoncernant la fréquence et le taux
de contamination en OTA de plusieurs aliments, neoiitque cette toxine est retrouvée dans divers
aliments, particulierement les céréales, avec ur #&oisinant les 50 % (blé: 28%). Il semblerait
gue pres de 75% de I'OTA ingérée par ’lhomme a moigine le blé (Canadas, 2006). Zinedete
al. (2006) rapportent un taux de contamination paf AQle 40% du blé commercialisé au Maroc.
D’aprés une étude réalisée au Danemark, sur 52éhtéltbns de blé, le taux de contamination est
de 32% avec des concentrations allant de 0,00gB4g (Pittet, 1998). Ces taux de contamination

sont proches des résultats que nous avons obtenus.

La teneur en OTA dans les différents produits diénésaest sous l'influence de nombreux
facteurs biotiques et abiotiques composant « l'gst@esne » du grain. En effet, les teneurs en OTA
rencontrées sont variables et peuvent aller deqgaslng/kg (a la limite de la quantification), a
plusieursug/kg. Les quantités d’OTA détectées dans nos éitloastvarient de 0,21 a 41,55 pg/kg.
Un échantillon de farine (41,55/kg) et 4 échantillons de blé de la récolté 206&entaient des
teneurs supérieures a la norme établie par 'Ukioropéenne (ng/kg) (Commission Regulation
EC, 2002).

Il est fort probable que la forte contamination’dehantillon de farine (41,55 pg/kg) soit liee
a la température exceptionnellement élevée derépit (36°C) et a la nature de la flore fongique
composée de 95% du gerkspergillusdont A. niger (22%) etA. alliaceus(16%), cette derniere
étant fortement productrice d’OTA. L'influence gwocessus de transformation sur les teneurs en
OTA dans les produits finis n'est pas bien éluciq®turphy et al, 2006). De nombreuses
publications indiguent que les mycotoxines peusgentetrouver dans la farine ou les autres produits
dérivés des céréales (pates, semoules, céréalds(Salfrizzoet al., 2001; Schollenbergeat al,
2002; Shepareét al, 2002). Pendant la transformation des céréalespdereux parametres vont
entrer en jeu et modifier le taux des mycotoxigsgénéral, la plus forte quantité de mycotoxines
se trouve dans la périphérie du grain et de cel'@imination des débris de grains réduira la
contamination (Chelkowslat al, 1981; Lopez-Garciat al, 1999; Schollenberget al, 2002). Le
nettoyage du blé (élimination du péricarpe) avaotiture diminue le taux d’'OTA de trois fois aussi
bien dans le blé dur que dans le blé tendre (Osbetnmal, 1996). Comme la majorité des

mycotoxines, 'OTA est relativement résistante ataleur (Van der Stegest al, 2001). Selon
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Scott (1996), I'OTA n’est pas éliminée lors du prssus de nettoyage du grain et est distribuée a

guantité égale dans la farine et le son de blé.

VII. Influence de la température, de l'activité del'eau et du milieu de culture sur la

croissance et la production de I'aflatoxine B1 pala souche AF 92 dA. flavus

Le choix porté surA. flavuset la production de 'AFB1 est justifié par I'imgiance des
especes &. flavus et de la production de I'AFB1 dans les échantdlamnalysés. De plus,
linfluence de la température, de I'activité dealeet du milieu de culture sur la croissance et la
production de 'AFB1 a été trés peu étudiée corgmaént aA. ochraceust a la production de
'OTA. A ce titre la souche AF92 &. flavus(isolée d’un échantillon de blé tendre, variétdHdib)
et qui s’est révélée une bonne productrice d’AFBQ(Rg/g de milieu CYA) a été retenue pour

cette étude.

1. Influence sur la croissance de la souche AF92Ad'flavus

Les résultats obtenus montrent que la croissancg@liepne de la souche AF 92Ad’flavusest
favorisée par les températures de 25 et 30°C retlgm activités de I'eawnf) de 0,95 et 0,99. Par
contre, la croissance est réduite de maniére gigtife (p< 0,05) par les faibleg, et les températures
de 20°C et 37°C (Tableau 34; Figure 38). La vitekseroissance est plus élevemasle milieu CYA
gue dans le milieu a base d’extrait de blé auxldailactivités de I'eau (0,85 et 0,90) pour les 4
températures. Par contre, elle est comparable Wansleux milieux a une,= 0,99 pour les 4
températures. Les vitesses de croissance maxirealgsobservées dans le milieu CYA incubées a
30°C pour lesa,, de 0,90; 0,95 et 0,99. A cette température, lesses de croissance (11,84; 12,1 et
11) ne sont pas significativement différentes (p<Q,d5) facteur limitant d’'une maniére trés
significative la croissance est I'action combinéela température basse et de I'activité de I'eéhlda
(20°C et 0,85). En effet, a 20°C et a @ede 0,85, la vitesse de croissance ne dépasseGramin/j
sur milieu CYA et 0,9 mm/j sur milieu extrait de2blA 37°C, la croissance est tres ralentie axe
0,85, 0,90 et 0,95, alors qu’elle est relativenpdus élevée a ure, de 0,99.

2. Influence sur la production d’AFB1 par la soucheAF92 d’A. flavus

Les résultats de I'étude de linfluence de l'intgran de la température, de I'activité de I'eau et
du milieu de culture sur la production d’AFB1 par flavus montrent que les quantités d’AFB1
produites aprés 21 jours d’incubation varient cdésiblement en fonction de la température, de
lactivité de I'eau et du milieu de culture (FiguB9). Au 7 jour, les quantités produites sont
relativement faibles puis augmentent avec le tedipsubation (Tableau 35). Les quantités les plus

élevées sont obtenues entre 1Bt le 2£™ jour d’'incubation. Les quantités produites surienil
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CYA et sur milieu extrait de blé varient respeatent de 0,2 a 56,7 pg/g et de 0,2 a 9,2 ug/g
(Tableau 35, Figure 40 et 41). Il faut signaler tpienilieu CYA permet une production d’une masse
mycélienne beaucoup plus élevée que le milieu iéxteablé (TAFB1 produite sur CYA est donc trés
supérieure a celle produite dans le milieu a laktle blé. La production optimale est observéespr
21 jours d’incubation aux températures de 25 eC3pdur desa, de 0,95 et 0,99. Les quantités
respectives produites sont 34,56; 45,6; 46,28 & fHg/g. A unea, de 0,85, correspondant a une
humidité relative de 18-20% pour le blé, la productde 'AFB1 n'est pas complétement inhibée,
mais elle demeure beaucoup moins élevée par rappog, de 0,95 et 0,99. Pour uagde 0,90 (soit
21-22% d’humidité relative), les quantités d’AFBfbguites sont a peu prés deux fois plus élevées a
celles produites a ureg, de 0,85. D’une maniere générale, les deux parasygegmpérature et activité
de l'eau, sont des facteurs déterminants dansoduption de I'AFB1. Mais, il suffit que l'un des 2

parametres soit favorable pour que la souche psedigs quantités non négligeables.

La température et 'humidité sont les deux factguisxercent une influence considérable sur la
croissance et la production de mycotoxines (Mitcleelal, 2004). Les valeurs caractéristiques du
facteur d’humidité qui sont nécessaires pour pérenkt développement des moisissures s'échelonne
de 0,70 a 0,99, le facteur d'humidité et la projmmau développement des moisissures augmentant
avec la température ( FAO/IAEA, 2002). Le mais, @aemple, peut se conserver relativement bien
pendant un an dans une humidité relative de 15% weie température de 15°C. Stocké a 30°C, le

méme mais sera séverement détérioré par des moésismn |'espace de trois mois.

Les nombreuses publications consacrées a l'inflielecl’interaction de la température et de
I'activité I'eau sur la toxinogenése ont porté sgarla production de I'OTA (Ramast al, 1998;
Taniwaki et al, 2001; Pardeet al, 2005; Kouadicet al, 2007; Romereet al, 2007). Cependant,
peu de références mentionnent l'influence de cex d&cteurs suA. flavuset la production des
aflatoxines (Arruset al.,2005). Toutefois, la plupart des auteurs mentionoae croissance et une
production optimale de mycotoxines aux températumsines de 30°C et aux activités de I'eau
supérieures a 0,95.

La toxinogenese dépend fortement de la disporélelit eaud,) et elle n’a lieu que pour une
ay légerement supérieure aj minimale pour la croissance (Le bars, 1982; Rastcal, 1998;
Pardoet al, 2004a,b). Ceci a été confirmé par I'ensemblerdssltats obtenus dans le cas présent.
Dans les conditions optimales, la concentratiotogime augmente d’une maniere exponentielle en

fonction de k.
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Tableau 34 Influence de l'activité de I'eawa() et de la température sur la vitesse de croissaaiale (mm/jour) de la souche AF92dflavussur

milieux CYA et extrait de blé*.

Température 20°C 25°C 30°C 37°C
Milieu CYA Extrait de blé CYA Extrait de blé | CYA Extrait de blé CYA Extraie blé
S | 085 | 1,67+08" 09+02 415+0,7 1604 98+06 4,408 29+08  1,33:02
3
9
9 09 | 33%0/2 1,31+0,08 | 788+168 23%06 11,84+0,8 5416 43+0,6 1,430,068
N
= .
g 095 | 3,31+0,3 3,17+0,1° 931+0,¢ 976+19 12,1+1,9 10+1,4° 39+04 247+0,08
0,99 | 4,08+0,% 4,11 +0,07 | 10,36+1,8 10,8+20 11+0,8 8,37 +0,8 ND ND

* Les résultats exprimés dans le tableau sormi®gennes de 3 répétitions suivies de I'écart-type.
** |_es valeurs affectées d'une méme lettre ne pastsignificativement différentes au seuil de ¥st(de Student-Fisher).

ND : non déterminé.
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Croissance radiale imm/j)

Figure 38. Influence de l'activité de I'eaita,) et de la température sur la vitesse de croissance
radiale (mm/jour) de la souche AF9ZA. flavussur milieux CYA et extrait de bl
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Figure 39Influence de l'activité de I'eala,) et de la températe sur la production de I'’AFBpar
la souche AF92 &. flavus sur milieux CYA et extrait de blé apres 21 jo
d’incubation.
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Tableau 35 Influence de l'activité de I'eaa,( et de la température sur la production de I'AFB1

(ng/g de milieu) de la souche AF9Q2dlavussur milieux CYA et extrait de blé.

Milieu CYA Extrait de blé
Temps gl’incubation - 15 21 - 15 21
(jour)
Activité de I'eau (a,, =0,85)
20°C 0 0,20 0,32 0 0,25 0,34
25°C 2,30 5,82 5,69 0,21 0,65 0,89
30°C 7,32 10,41 12,51 0,50 0,78 1,66
37°C 0,40 0,43 2,04 0,14 0,20 0,30
Activité de I'eau (a,, =0,90)
20°C 0,38 2,20 7,22 0 0,06 0,30
25°C 1,97 5,0 17,88 0 0,09 0,46
% 30°C 9,44 18,50 22,30 0,60 0,90 2,10
~§_ 37°C 0 4,10 9,81 0,20 0,60 0,70
§ Activité de I'eau (a, = 0,95)
20°C 0,48 12,30 13,04 0 0,14 0,20
25°C 17,14 23,40 34,56 1,25 1,30 2,50
30°C 16,18 42,52 45,60 1,10 2,44 6,80
37°C 2,60 4,04 15,11 0,40 0,45 0,55
Activité de I'eau (a, = 0,99)
20°C 1,17 4,04 6,54 0 0,20 1,53
25°C 20,38 35,68 46,28 0,72 4,10 9,20
30°C 7,81 48,52 56,50 0,37 4,40 7,40
37°C 6,72 12,57 23 0,12 0,66 2,80
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Figure 40. Influence de l'activité de I'eau et de la tempéeasur la prouction de I'AFB1 par Ii
souche AF92 @t. flavusincubée a 28°C pendant 21 jours sur milieu C
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Figure 41 Influence de l'activité de I'eau et detempérature sur la production de I'AFB1
la souche AF92 &. flavus, incubée a 28°C sur milieu extrait de
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Selon Beuchat (1981), les valeurs minimales agpour la croissance et la production des
aflatoxines chezA. flavus sont respectivement de 0,78-0,80 et 0,83-0,87.eQtpéce se
développe a une température comprise entre 10°€t. 42 rythme de développement optimal,
pouvant atteindre 25 mm/j, est observé a une teatyrér léegerement supérieure a 302C.
flavus produit des aflatoxines lorsque la températureaasmoins comprise entre 15 et 37°C.
L'effet du facteur d’humidité et de la températatg le comportement Al' parasiticusest
analogue a ce qui vient d'étre décrit pdurflavus Pitt et Miscamble (1995) rapportent un
minimum d’unea,, de 0,83 pour le développement de la moisissucke €1,87 environ pour la
production d'aflatoxine. Cependant, on ne dispase dg peu de données en ce qui concerne
l'effet de la température sur le développemedt gharasiticuset la production d'aflatoxines.
Selon certaines sources (Horn et Dorner, 2002; sbbal, 2005), les températures optimales

pour le développement et la production d'aflatoxiseraient respectivement de 30 et 28°C.

Nos résultats, ayant montré une production optirda#atoxine B1 a 30°C et a ursg de
0,99 a partir du 18" jour sont en accord avec ceux rapportés par Kheiedlal. (1992) et
Ggaleniet al(1997). Le milieuCYA, tres favorable a la produatides mycotoxines (Pitt et
Hocking, 1997) est trés utilisé pour étudier la otgginogenese. La production de mycotoxines
est proportionnelle a la masse mycélienne. Ladgiobduction d’AFB1 sur milieu a I'extrait de
blé par rapport au milieu CYA est en relation algetres faible densité de myceélium produite sur
ce milieu. De plus, la production des aflatoxinasA flavusest favorisée par certains sucres: le
glucose, le mannose, le fructose et le sacchaBmeigs-Gonzalez et Tomasini, 1996). D’aprés
Klich (2007), pourA. flavuset A. parasiticusles conditions optimales de croissance sont une
température de 36°C et uag de 0,95 alors que la production d’aflatoxinesrestlleure a une
température de 33°C et uag de 0,99. Nos résultats ont réveélé une croissangeesproduction
optimale aux températures voisines de 30°C. Patre@n37°C, la croissance et la production
sont moins importantes. Cette différence dans tssance peut s’expliquer par I'origine

géographique des souches étudiées et par leugsatiffes physiologiques.
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DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION

L'objectif de ce travail est d'étudier les champgs producteurs d’aflatoxines et
d’ochratoxine A dans la filiere blé. Pour cela, s@avons analysé 108 échantillons de blé et
dérivés des récoltes de 2004 et 2006, collectés @aMitidja et les régions voisines (Blida,
Alger, Boumerdes et Tizi Ouzou) et dans la régiergétif. Les échantillons ont été prélevés aux
stades de pré-récolte, de stockage dans les sgasreveau d’'une meunerie et d'une semoulerie.
L’analyse de la flore fongique du blé et de sesvdéra montré une densité de moisissures
comprise entre 144 et 1277 cfu/g. On peut admettume maniere générale, que le niveau de
contamination par les moisissures n’est pas t@gé&i 'on compare les résultats obtenus a la
norme de 10 cfu/g fixée par la |égislation algérienne pourblé et dérivés destinés a la
consommation. Cependant, compte tenu de la dieatsila flore fongique, la densité n’a pas de
signification en termes de I'évaluation des risqliés a la présence de mycotoxines dans la
chaine alimentaire. Il serait donc plus judicietd&vdluer les champignons toxinogénes présents

dans les matiéres destinées a I'alimentation.

Parmi les champignons potentiellement toxinogendsp€rgillus, Penicillium et
Fusariumn), nous avons observé une dominance nette du depergillus Ce résultat nous a
conduit a I'étude du potentiel aflatoxinogene efiratoxinogéne des souches appartenant a ce
genre fongique afin d’évaluer le risque de contatidim de la filiere blé en aflatoxines et en
ochratoxine A. Les résultats de I'analyse fongigné montré quA. flavuset A. nigersont les
especes les plus dominantes parmi une dizaine @étespsolées. Les données de la littérature
mentionnent également la dominance du gémsergillusnotammentA. flavuset A. nigerdans
les céréales et les produits céréaliers des régiane climat est caractérisé par de longues
périodes chaudes et seches. Les caracteres eauphiies font de ces deux especes des
contaminants tres fréquents d'une grande variétén@ieres dorigine végétale (Pfohl-
Leszkowicz et Castegnaro, 2002; Accestsal, 2004). Nos résultats confirment par ailleurs la
faible fréequence @&. alliaceuset d’A. ochraceuset rapporte pour la premiere fois la
contamination du blé paA. carbonarius Cette espéce n’a jamais été mentionnée comme
contaminant des céréales. Dans le geRemnicillium P. verrucosumest la seule espéce
ochratoxinogéne pouvant contaminer les céréalest pourquoi nous n’avons pas recherché les

autres espéces appartenant a ce genre fongique.

La comparaison des échantillons collectés en 20(0@6 n’'a pas montré une grande
différence dans la composition de la flore fongiqDeutefois, la fréquence du gerikspergillus

est plus élevée dans les échantillons de 2004.ekpscesA. flavuset A. niger demeurent
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toujours dominantes alors ¢u’ versicolor a été isolée exceptionnellement a de fortes

proportions dans les échantillons de 2004.

Par ailleurs, nous avons pu observer au cours tte atude que le stockage dans les silos
peut influencer considérablement la compositioted#ore fongique des grains de blé. En effet,
dans le blé stocké durant 6 et 12 mois, un tawedle certaines especes des geAsgergillus
et Penicillium au dépend deBusariumet Alternaria a été observé. Ceci confirme le statut de
flore de stockage des genrAspergilluset Penicillium Le stockage a également révélé une
fréquence plus élevée eA. flavus et & un degré moindrd. ochraceus dans certains
échantillons, alors gi&. niger était plus fréquent dans le blé non stocké. Cegmhtions sont
importantes car elles mettent en évidence une encel plus marquée des especes

potentiellement productrices d’aflatoxines et d@tbxine A dans le blé stocké.

La qualité du grain aprés récolte est influencéyrer large variété de facteurs biotiques
(microflore, insectes, acariens et rongeurs) ebtahies (températures, humidité, activité de
'eau, etc.). Le grain stocké est lui-méme considgamme un écosystéme particuliglagan et
Aldred, 2005). La biodisponibilité de l'eawn,) et la température représentent les deux
parametres les plus déterminants de I'évolutiotad®re de grains réputés secs comme le blé.
Cependant, le probleme de la conservation se posermes trés différents selon le niveau
technologique du pays. Si dans la plupart des gdaysloppés, les silos sont soumis a une forte
surveillance, ce n'est pas le cas dans les paygoende développement ou un manque de
surveillance est remarqué. Les risques liés a mdacaination par les champignons toxinogénes
sera donc plus élevé d’autant plus que dans ceslpagimat est plus propice a la prolifération
des moisissures et d’autres organismes vivantgtedsles insectes susceptibles de favoriser la

production des mycotoxines.

La mise en évidence du pouvoir producteur d’'afletex par détection de la fluorescence
sur milieux de culture a base d’extrait de noixcdeo, a permis de montrer que cette technique,
qui présente l'avantage d’étre simple et moins exage, est presque aussi performante que la
détection par CCM. En outre, grace a sa plus graadsibilité, 'lHPLC, munie d’'une cellule de
dérivation au brome, a permis de détecter mémeidets trés faiblement producteurs
d’aflatoxine B1 (AFB1). Ainsi, on peut préconiséutilisation du milieu a I'extrait de noix de
coco comme méthode de criblage, c’est-a-dire comméthode rapide de détection des isolats
producteurs d’aflatoxines tout en tenant compteseluil de détection. Cependant, la CCM et
'HPLC peuvent étre utilisées pour la quantificatiet la confirmation des résultats obtenus sur

milieu a base d’extrait de noix de coco.
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Dans cette étude, nous n‘avons pas révelé la préséaflatoxine de type G produite
habituellement paA. parasiticust A. nomiuset par quelques souches de types « R»ftHvus
Ce dernier n'a été rencontré qu’une seule fois@tydt uniguement '’AFB1 et 'AFB2.

L’ensemble des résultats relatifs a I'étude deaatares morphologiques et chimiotypiques
des isolats dispergillussectionFlavi indique que cette section est dominée par I'espece
flavus Les résultats de I'analyse moléculaire ont comdin’hypothése selon laquelle les isolats
aflatoxinogenes isolés des échantillons de bl@evés ont une méme origine et que I'esp&ce
flavusest la principale source d’aflatoxines.

A la lumiére de ces résultats, nous pouvons dird.gilavusconstitue la principale source
d’'aflatoxines dans les échantillons de blé analysés

La contamination par les isolats aflatoxinogeneséiiantillons de blé analysés s’est aussi
accompagnée de la production d’aflatoxine Bl. Efetef56,6% des échantillons eétaient
contaminés dont 16,7% présentaient un niveau ddamcomation supérieur a la norme
européenne qui est de 5 pg/kg et 6,7% supérieunarme algérienne qui est 10 pg/kg. Méme si
la plupart des quantités détectées soient infé&geaux normes, ceci ne doit pas étre considéré
comme sans risque. En effet, les teneurs en AFB% Bablé peuvent étre revues a la hausse si
les conditions de la toxinogenese sont favoralNeief, 2002; Wilsonet al.,2002). Nous avons
pu constater, lors de I'étude de l'influence decimpérature et de I'activité de I'eau sur milieu
CYA et sur milieu a base d’extrait de blé, que faigsance et la production d’AFB1 peuvent
avoir lieu méme dans les conditions les moins fabl@s. En effetA. flavusest capable de
produire 'AFB1 sur milieu extrait de blé méme aempératures de 20 et 37°C et aux faibles
activités de I'eaud, = 0,85).

Les facteurs conduisant a limprégnation mycotogigd'une denrée sont liés non
seulement a la souche fongique mais égalemenhsgeleble des conditions écologiques. Mais il
est généralement admis que plus le taux initidhdmntamination par des espéeces toxinogénes

est important et plus les risques d’imprégnationgjues sont élevés.

Les résultats relatifs a la production d’'OTA ontntré que prées de 35% des isolats
appartenant au genr@spergillus et Penicillium produisent cette mycotoxine. Les taux de
production des isolats de 2004 et de 2006 sont(det430,43% respectivement. La forte
production d’'OTA parA. alliaceuset A. ochraceusignalée dans la littérature a été confirmée.
D’autres espéeces du genkspergilluset tout particulieremenA. niger, trés dominant dans les

échantillons non stockés Bt verrucosunpeuvent aussi constituer une source de contammati
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par 'OTA. La contamination du blé par les espeoehratoxinogenes s’est traduite par la
présence de 'OTA dans 19 échantillons sur lear&8ysés (36%), dont 5 (9,4%) dépassaient la

norme de 5 pg/kg.

L'écologie complexe du développement des moisisswete de la production de
mycotoxines peut aboutir a la présence de méladgemycotoxines dans la nourriture de
I'hnomme et de I'animal, en particulier dans legaks. La présence a la fois, dans les différents
échantillons analysés, d’isolats capables de prediaflatoxine B1 et 'OTA signifie que le
risque de retrouver ces deux mycotoxines dans feeréchantillon est réel. En plus, la présence
concomitante de mycotoxines peut influer sur lantjt& de mycotoxines produites (Miller,
1995). Ainsi, la production des aflatoxines darsdéréales pendant le stockage, par exemple,
peut étre accrue par la présence de trichothéd&ubseferet al, 1986). Il est a noter que les
données toxicologiques disponibles concernent ipdtement les toxines  prises
individuellement et non les effets résultant desd@ciation de mycotoxines, alors qu’elles

peuvent étre présentes simultanément sur la mémiéaleu dans une méme ration.

Les isolats fongiques aflatoxinogénes et ochratmémes et leurs mycotoxines respectives
ont été retrouvés dans le blé stocké, non stockdaet le produit fini. Ces observations
confortent I'idée selon laguelle la contaminati@upavoir lieu au champ, au cours du stockage
et apres transformation des graines. Compte teraadictére hétérogéne du développement trés
variable des moisissures toxinogenes di aux dift@® génétiques, aux conditions écologiques
et aux difficultés d'échantillonnage et de dosalgest tres difficile d’établir des corrélations
entre les especes toxinogénes et les niveaux dearmsoration des échantillons par les

mycotoxines.

Sur le plan de la sécurité sanitaire des alimerdge travail est une contribution a une
analyse des risques liés a la contamination duphtéles aflatoxines et I'ochratoxine A en
Algérie. Avant toute extrapolation de nos résultdtiaut noter que ceux-ci ne représentent pas
une large gamme de situatiorGe travail est une étude préliminaire ouvrant latep@ de
nombreux autres travaux sur la contamination deséés alimentaires de large consommation
aux aflatoxines et a 'OTA. Pour cela, il seraiemssant, en perspective, d’effectuer les travaux

suivants:

- élargir la recherche de ces mycotoxines a une gtasde échelle en incluant le blé
importé avec les différents maillons de la chaine;

- étudier d’'une maniére approfondie I'écologie degnepignons toxinogénes et I'influence
des conditions de stockage (température, hummbi@position en gaz) sur la toxinogenese;
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- élargir les recherches sur d’autres types de dsrak®entaires de large consommation
(autres céréales, légumes secs, épices, etc.)psibéee d'étre contaminés par les champignons
aflatoxinogénes et ochratoxinogenes;

- appliquer de maniere approfondie les techniquescntdires dans I'optique de mieux
connaitre la diversité génétique des isolats tay@nes;

- étudier I'influence de la compétition ou de la sgie entre champignons, notamment du
genreAspergillus sur la production des mycotoxines.

Au plan préventif, il convient d'émettre un certaiombre de recommandations pour
réduire les risques liés a la présence de ces owioes dans l'alimentation. Les conditions
climatigues au moment de la récolte, les conditdasstockage des grains dans les silos et la
contamination des équipements et des locaux dsftremation peuvent constituer des points

critiques favorisant le risque de contaminationlparaflatoxines et I'ochratoxine A.

Selon Park (1993), un programme de surveillanda dentamination des aliments par des
substances toxiques naturelles doit prendre en t®mp

- 'établissement de limites réglementaires;

- 'établissement d’un plan d’échantillonnage;

- la lutte par l'utilisation de bonnes pratiquesiages;

- la lutte pendant la transformation;

- la décontamination par des traitements spécifique

Les points critiques a surveiller dans la contamdmaen mycotoxines dans les céréales

sont situés a différents maillons de la chaine:

Au niveau du champ: La présence d’isolats aflatogémes et ochratoxinogenes dans les
échantillons de blé stockés et non stockés sigqifie la production de ces mycotoxines peut
avoir lieu aussi bien au champ que pendant le atmgksi les conditions sont favorables. Les
mesures permettant de réduire les seuils de comédiom au champ sont :

- Rotation des cultures et gestion des résidus:dsslus laissés dans le champ aprés la
récolte peuvent constituer un lieu de survie etddeeloppement fongique I'année suivante.
L’élimination de ces débris peut réduire sensibleine taux d'inoculum. Il est aussi important
de respecter les pratiques culturales telles qgiddees des semis. En effet une plantation tardive
peut provoquer un retard de maturité des grainsgieront pas assez sec avant la récolte.

- Attaque des insectes: les grains endommageés pamdestes facilitent I'infestation par
des champignons comméspergillus flavuset A. parasiticus Les teneurs en eau peuvent
atteindre alors des conditions favorables a la yctidn d’aflatoxines (Hesseltine at, 1981).
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Les insectes, endommagent I'enveloppe des grangicfavorise la pénétration de I'inoculum a
I'intérieur de la graine.

- Utilisation d’antifongiques: le traitement des s#oes par les antifongiques peut étre un
moyen de lutte efficace pour réduire le niveau a@amination en moisissures.

- Les conditions de récolte sont importantes pouniréde développement de moisissures,
notamment lors du stockage ultérieur des céréklizait veiller a récolter le grain suffisamment
mur, car la disponibilité en eau dans les grairtstrés propice au développement fongique
(Molinié et Pfohl-Leszkowicz, 2003). Il est aussnportant de minimiser les dommages
meécaniques des grains favorables au développersserthdmpignons en cours de stockage et a

I'attaque des insectes.

- Pendant le stockage: aprés la moisson ou au cedeudcircuit commercial, les céréales
subissent des phases de stockage. Le stockagé dn Blgérie est réalisé principalement par les
coopératives de céréales des légumes secs (CQL®t une partie est acheminée par les
agriculteurs eux méme aux unités de transformafioesinerie et semoulerie). Les structures de
stockage rencontrées le plus couramment sontalkses (unité de stockage) métalliques, ou
des structures en béton a fond plat, ne possédanp@eu ou pas de contrdle de thermométrie et
de systéme de ventilation. Des bonnes pratiqguesigervation consistent a éviter son altération
en controlant trois principaux facteurs: la tempée la teneur en eau du graa,)(et la durée
du stockage. Ces facteurs influencent le développénte la flore (microorganismes et insectes)

présente sur le grain.

Il est préconisé de respecter certaines normies tgle:

- la teneur en eau, qui doit étre inférieure a 14%;

- I'élimination de diverses impuretés (grains étramggrains avariés)

- le contréle régulier de la température tout enaéviles élévations trop importantes en
utilisant des systémes de ventilations.

Il faut rappeler que les moisissures se développergarticulier lorsque la ventilation du
grain est mal adaptée ou inexistante. La températii’humidité élevées sont les conditions
requises pour leur développement. L'idéal seraistdeker un grain a 12-13% d’humidité. Si le
grain est trées humide, une phase spécifique deagéatoit étre réalisée pour limiter les risques.
Sans ventilation des lots de grains, des pochasmddité fournissent localement les conditions
favorables de développement. Lorsque certaineststas ne permettent pas une ventilation, les
lots peuvent alors étre « transilés » (rotation ldés d’'une cellule & une autre) plusieurs fois

pendant leur stockage pour aérer les grains.
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S’il existe des moyens de lutte contre les ravagyel@s cultures et les contaminations
fongiques au niveau du champ, la production dentxi surtout au niveau du stockage, reste
difficilement controlable. Il n’existe pas de mogeahe lutte utilisant des antifongiques contre le
développement des moisissures de stockage. Pae dargopulation d’insectes contaminant les
céreales peut étre diminuée en utilisant des ilts#es de contact (généralement le grain est

traité par fumigation).

Un manuel ayant pour but de conseiller les paydesuinstitutions a I'application du
systeme HACCP pour la prévention et le contrble degotoxines, a été élaboré par
I'Organisation des Nations Unies pour I'Alimentatiet I'Agriculture (F.A.O) et I'Agence
Internationale de I'Energie Atomique (AIEAFAO/AIEA, 2002)

L'application de bonnes pratiques agricoles etgiéime au stade de la production, de la
transformation et de la distribution des denréewaltaires, améliore la sécurité sanitaire des
aliments tout en réduisant les pertes de produitsptribuant ainsi a accroitre les
approvisionnements et la sécurité alimentaire aeani national et international. Les pays qui
sont en mesure d'assurer la sécurité sanitaireddestes alimentaires peuvent exploiter de
nouveaux débouchés commerciaux sur le marché atienal, améliorant ainsi les niveaux de

revenu et la sécurité alimentaire des ménages.
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ANNEXE |

Compositions des milieux de cultures utilisés
Milieu CYA (Czapek Yeast extract Agar)

Saccharose ......... ......... 309
Extrait de levure ... .......5 g
Czapek concentré ........... 10 mi
KoHPOy v, 1lg
Agar ... A5¢g
Eau distillée ............... .1000 ml

pH final= 6,2 £ 0,2

Czapek concentré

NaNG .......covieiiis 3049
KCl o 549
MgSQ,, 7H0 ............ ...5 ¢
Fe SQ, 7H,0O .............. .. 0,19
Zn SQ, 7THO ....ceovvnneee. 0,1g
CuSQ,5H0 ...cccvvenv .. 0,05¢
Eau distillée ................. 100 ml

Milieu Czapek agar

Sucrose ............eeeve.......30 @
NaNO3 ........................30
K2HPOA4.......................1 ¢

MgSO4.7H20 ................ 0,59
FeSO4.7H20 ................0,01 g
Agar ............oeeeenn 15 g
Distilled water ............. 1000 mi
pH final= 6,2 £ 0,2

Extract de Malt Agar (MEA)

Extrait de Malt............... 209
Glucose........ccoovviiinins 20 g
Peptone...........ccooiennnnn. 20g
Eau distillée ................. 1000 ml

pH final 5,6 £ 0,2

Milieu PDA (Pomme de terre, Dextrose, Agar ) :

Pomme de terre ............ 200 g
Agar ..o 15¢g
Glucose ....ooovviiniiiinnnn. 20¢
Eau distillée ................... 1000 mi

pH final 5,6 £ 0,2
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Milieu d’isolement DRBC ( Dichloran Rose Bengale Gloramphénicol Agar)

GlUCOSE....i i 10 g
Peptone ... 59
KHoPOs ..o 1g
MgSOy, 7THoO.eviiiiiiii e 059
Rose Bengale............coovoviiiiiiiiieeeeee, 25 mg
Dichloran (2,6 dichloro-4-nitroaniline)...2 mg
Chlorampheénicol............cccceeeeiinn e, 100 mg
AGar... oo 15 g
Eaudistillée..........c.cooviiiiiiiiin 1000 mi

pH final 5,6 £ 0,2

- Le rose Bengal est additionné sous forme solubiléséaison de 0,5 ml/litre de milieu
d’'une solution de 5% dans l'eau.

- Le dichloran est additionné sous forme solubil&d&aison de 1ml/litre de milieu
d’une solution de 0,2% dans I'éthanol.

Milieu a base d’extrait de noix de coco gélosé (Cosut Agar Medium)

Cent grammes (100 g) de la noix de coco déchiqusté@t homogénéisés pendant 5
minutes avec 300 ml d'eau distillée portée a dhmiili Le mélange est filtrée a | ‘aide du
tissu en mousseline. Le pH final est ajusté a ¢ ave solution de NaOH 2N. Le filtrat
est additionné de 20 g d’agar puis complété a 10@ar I'eau distillée. 3g d@-
cyclodextrine §-cyd) sont ajoutés a un litre de milieu.

N.B. Tous les milieux sont stérilisés par autoclavage durant 15 min a 120°C.
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ANNEXE I
1. Produits chimiques et standards analytiques

Les solvants: acétonitrile ¢H3N), chloroforme (CHGQGJ), acide chlorhydrique
(HCI) a 37%, le méthanol (G@H), éthanol (GHsOH), propanol-2 (gH;OH), acide
orthophosphorique a 85% {PIO;) et acide acétique glacial (GEIOOH) utilisés pour
'extraction et la détection des mycotoxines, aigsie pour I'extraction des acides
nucléiques, sont des solvants de qualité ultraprompatibles avec une analyse HPLC.
lIs sont fournis par ICS (France) sous la marqush@ Bioblock Scientific, lllkirch,
France). L’eau utilisée en HPLC comme phase maikn biologie moléculaire ou pour
la préparation des solutions est de qualité ulmappréparée avec le systeme de
purification MilliQ (Millipore SA, Molsheim, Frange Les membranes en nylon de 0,45
um utilisées pour le dégazage des phases mobiles fitres 0,2um Spartan RC 13 mm
utilisés pour la filtration des échantillons avéeur passage en HPLC, sont fournis par
Schleicher et Schiell, France.

L’aflatoxine B1 produite paA. flavus I'ochratoxine A et l'acide cyclopiazonique
utilisés comme étalons standards sont fournieSggna-Aldrich, France.

2. Appareillage
- Spectrophotométre UV- visible (Philips PU 8600).
- Agitateur orbital Heidolph unimax 2010.
- Bain a ultra-sons (NEY).
- pH-metre (Corning- EEL modele 109).
- Rotavapeur (Certomat RB Braun, Unimax 2010, HeidoGermany)
- Bain-marie (Bioblock Scientific, Polystat | réf3194 220 V).
- Mixeur (Type 418, Braun, Spain).
- Centrifugeuse a évaporation sous vide "Speedwacentrator”.
- Microcentrifugeuse (112, Sigma Aldrich, Saint Quie Fallavier, France).
- Balance de précision (OSI, M-220 D, Drnver Instant).
- Balance de pesée: Sartorius B 610 S, (Mettlee 86C 200).
- Etuves (Héraeus).
- Microscope optique (Leica, Leitz DM RB).
- Cuve d’électrophorese, systeme horizontal (Endm, Ban Diego, CA).
- Systeme sous vide Visiprep de Supelco (SigmaiéiidSaint Quentin
Fallavier,France)
- Thermocycleur (Robocycler gradient 96 stratagene)
- Table UV (transilluminator).
- lampe UV (254 nm; 365 nm).
- Filtre en polytrifluoroéthyléne (PTFE 045).
- plaques de gel de silice-60 254F (Merck).
- Seringues (Sun International Trading Wilminggtats- Unis).
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3. Produits et kits pour l'identification moléculaire

- Tris (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, Rca).

- Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) (Euromedex, Paran€e).

- EDTA (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, Rce).

- 2- propanol.

- Phénol-chloroforme-alcool isoamylique: 25/24/tv(v) (MP Biomedicals & Qbiogene,
lllkirch, France).

- Bromure d’Ethidium (Sigma Aldrich, Saint QuenEallavier, France).

- Tris-Acétate, EDTA 50X (MP Biomedicals & Qbiogenkkirch, France).

- Enzyme de restriction : Bgl Il (MP Biomedicals@biogene, llikirch, France).

- Kit JETQUICK PCR Spin (MP Biomedicals & Qbiogenikirch, France).

- Désoxyribonucléotides triphosphates (dNTP) dedrguases nucléotidiques (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP/ 10 mM de chaque).

- Enzyme, laTaqDNA polymérase.

- MgClz,

- Tampon (500 mM KCI, 15 mM Mg&l100 mM Tris-HCI pH9).

- Tampon de charge « Blue/Orange Ladin Dey, 6Xrorffega): (30% glycérine, 0,25%
de bleu de bromophénol, 0.25 % xylene cyanol deasi).

- L'ADN des isolats dAspergillussectionFlavi
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4, Résultat de I'alignement des séquences de la régiti51-5.8S-ITS4 de 'ADNr des 8 isolats aflatoxinognes

(AFB3, AF9, AF48, AF92, AF14, AF94 et AF56).

AF9 CTCCCACCCGTGTTTACTGTACCTTAGTTGCTTCGGCGGGCGCCATTCGTGGCCGCCGGGGGCTCTCAGCCCCGGGCCCGCGCCCGCAGACACCACGAAC
AF14 CTCCCACCCGTGTTTACTGTACCTTAGTTGCTTCGGCGGGCGCCATTCGTGGCCGCCGGGGGCTCTCAGCCCCGGGCCCGLCGCLCCGCCGBEBACCACGAAC
AF48 CTCCCACCCGTGTTTACTGTACCTTAGTTGCTTCGGCGGGCGCCATTCGTGGCCGCCGGGGGCTCTCAGCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGBEBBACCACGAAC
AF56  —ememeneeeen CCGTGTTTACTGTACCTTAGTTGCTTGGCGGGCCCGCCATTCGTGGCCGCCGGGGGCTCTCAGCCCCGGGCCCGCGGCCGGAGACACCACGAAC
AF92 CTCCCACCCGTGTTTACTGTACCTTAGTTGCTTCGGCGGGCGCCATTCGTGGCCGCCGGGGGCTCTCAGCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGBEBBACCACGAAC
AF94 CTCCCACCCGTGTTTACTGTACCTTAGTTGCTTCGGCGGGCGCCATTCGTGGCCGCCGGGGGCTCTCAGCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGBEBACCACGAAC
AF174 CTCCCACCCGTGTTTACTGTACCTTAGTTGCTTCGGCGGGCGCCATTCGTGGCCGCCGGGGGCTCTCAGCCCCGGGCCCGLCGCCCGCCGABACCACGAAC

AFB3 CTCCCACCCGTGTTTACTGTACCTTAGTTGCTTCGGCGGGCGCCATTCGTGGCCGCCGGGGGCTCTCAGCCCCGGGCCCGCGLCCCGCCGABACCACGAAC

AF9 TCTGTCTGATCTAGTGAAGTCTGAGTTGATTGTATCGCAATAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAAGGCAGCGAAATGCG
AF14 TCTGTCTGATCTAGTGAAGTCTGAGTTGATTGTATCGCAATEBGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACBCAGCGAAATGCG
AF48 TCTGTCTGATCTAGTGAAGTCTGAGTTGATTGTATCGCAATBGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACBRCAGCGAAATGCG
AF56 TCTGTCTGATCTAGTGAAGTCTGAGTTGATTGTATCGCAATEBGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACBCAGCGAAATGCG
AF92 TCTGTCTGATCTAGTGAAGTCTGAGTTGATTGTATCGCAATBGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACBRCAGCGAAATGCG
AF94 TCTGTCTGATCTAGTGAAGTCTGAGTTGATTGTATCGCAATBGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACBCAGCGAAATGCG
AF174 TCTGTCTGATCTAGTGAAGTCTGAGTTGATTGTATCGCAATCETTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGAA\GCGAAATGCG
AFB3 TCTGTCTGATCTAGTGAAGTCTGAGTTGATTGTATCGCAATCASTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGAAGCGAAATGCG

AF9 ATAACTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAGTATTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGTCATTGCTGCC
AF14 ATAACTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAGTCTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGTCATTGCTGCC
AF48 ATAACTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAGTCTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGTCATTGCTGCC
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AF56
AF92
AF94
AF174
AFB3

AF9
AF14
AF48
AF56
AF92
AF94
AF174
AFB3
AF9
AF14
AF48
AF56
AF92
AF94
AF174
AFB3

ATAACTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAGTCTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGTCATTGCTGCC
ATAACTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAGTCTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGTCATTGCTGCC
ATAACTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAGTCTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGTCATTGCTGCC
ATAACTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAGTCTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGTGATTGCTGCC
ATAACTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAGTCTITGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGTCGATTGCTGCC

CATCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTCCCCTCTCGGGGGGACGGGCCCCAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGABIATGGGGCTTTG
CATCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTCCCCTCTCCGGGGGACGGGCCCCAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGRIG GGGGCTTTG
CATCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTCCCCTCTCCGGGGGGACGGGCCCCAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGIRKG GGGGCTTTG
CATCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTCCCCTCTCCGGGGGACGGGCCCCAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGRIG GGGGCTTTG
CATCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTCCCCTCTCGGGGGGACGGGCCCCAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGIRKG GGGGCTTTG
CATCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTCCCCTCTCGGGGGGACGGGCCCCAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGIRKGGGGGCTTTG
CATCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTCCCCTCTCCGGGGGACGGGCCCCAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGOTIGGGGCTTTG
CATCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTCCCCTCTCCGGGGGACGGGCCCCAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGAOGGGGCLTTTG
TCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGAACGCARCAATCTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAATTAAGCATATCAA
TCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGAACGCARBAATCTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTAA---------
TCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGAACGCARBAATCTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTAAGCATATCAA
TCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGAACGCARBAATCTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTAAGCATATCAA
TCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGAACGCARBAATCTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTAAGCATAT---
TCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGAACGCARBAATC-TTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTAAGCATATCAA
TCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGAACGCAMBAATCTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTAAGCATATCAA
TCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGAACGCAABAATCTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTAAGCATATCAA
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ANNEXE Il

Chaines chromatographiques

Le dosage des aflatoxines et d’ochratoxine A aé#bsé sur deux chaines d’'HPLC
différentes

- Chromatographie liquide a haute performance (HRBTO-TEK, Milan, Italie) avec
colonne C18, un détecteur U.V a barrettes de di(dlede array detector 545V) et un logiciel
d’exploitation (Kroma 3000).

- Chromatographie liquide a haute performance (8tiu, Kyoto, Japon) avec un détecteur
de fluorescence (Spectra Physic 2000).

Le dosage des aflatoxines et d'ochratoxine A a ré@disé sur deux chaines d’'HPLC
différentes. Pour l'analyse de I'OTA, la chaine athatographique utilisée (BIO-TEK, Milan,
Italie) est composée d'un systeme de pompage (Solelivery system 525), d’'une chambre
thermostatée pour la colonne (column thermosta), 588n injecteur automatique (autosampler
465) et d’'un détecteur U.V a barrettes de diodexlédarray detector 545V) permettant d’établir un
spectre U.V (200 a 600 nm). Les différents élémeatd reliés a un micro-ordinateur de type P.C.
sur lequel est installé le logiciel Kroma 3000 (@®iq Milan, Italie). Ce systeme d’acquisition de
données fonctionnant sous environnement Windowsplifnet de piloter automatiquement les
différents composants du systeme chromatographifyeésente aussi toutes les fonctions d’un
intégrateur classique de chromatographie. Pouhdse stationnaire, une colonne C18 SB (Zorbax
5 um, 150 x 4.6 mm) (Agilent Technologies) a été séé. En amont de la colonne est placée une
précolonne (10 x 4 mm) ayant la méme phase staticnn

Les aflatoxines sont analysées sur un chromatbgrdp marque Shimadzu LC-10 (Kyoto,
Japon) équipé d’'une vanne d'injection (rhéodyn&)nel boucle d’injecteur de 2Ql, et d'un
détecteur de fluorescence (Spectra Physic 200@c an filtre d'excitation a 362 nm et des filtres
d'émission a 425 nm pour Bl et B2 et a 455 nm @luet G2. La colonne analytique utilisée est
une colonne C18 (ProntoSil 3um 250 x 4 mm) relié@eé précolonne (ULTRASEP 10x4 mm). La
colonne et la précolonne sont fabriquées par Bfcled fournies par ICS, France. La cellule
électrochimique, KOBRA Cell®, avec curseur d’'intééslu courant placé sur 19@, est connecté
au systeme HPLC entre la colonne HPLC et le dateale fluorescence (figure ci-apres). Les
chromatogrammes sont traités par le logiciel Cla3ssoftware 1.6 Shimadzu. Le systeme
d’acquisition des données est le logiciel NORMASQ@Bmmercialisé par ICS, France.

Le KOBRA Cell® offre une méthode de dérivation alive qui présente I'avantage d'étre
tres simple a mettre en ceuvre et d'offrir les mépeformances que la dérivation a l'iode. Le
KOBRA Cell® est une cellule électrochimique qui gémen ligne I'agent de dérivation a partir de
bromure de potassium présent dans la phase mabileaction dure 4 secondes a température
ambiante et ne nécessite pas de préparation joenmade réactif. Aucun équipement
supplémentaire n'est requis et la cellule demamdepeu d'entretien.

Le principe de cette technique est de délivrer @BRA Cell® la phase mobile provenant de
la colonne HPLC, contenant les aflatoxines et Hagmécurseur de dérivation: le bromure de
potassium. Le branchement du KOBRA Cell® sur lerantiva permettre d'appliquer un potentiel
constant au niveau de I'électrode de travail, rediae générer électro chimiquement du brome qui
va se fixer sur les aflatoxines B1 et G1.

Les dérivés bromés des aflatoxines B1 et G1 voésgmter une fluorescence supérieure a
celle existant naturellement.
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